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La esquizofrenia es una enfermedad de elevada prevalencia en la población (0,5%), 
altamente incapacitante y de una naturaleza multicausal, lo que provoca que su diagnóstico sea 
complejo. Los estudios de heredabilidad más representativos han situado la varianza genética 
asociada a la enfermedad en unos valores de 65-80% del total, por lo que se trata de uno de los 
trastornos complejos más genéticos que existen. No obstante, los múltiples estudios realizados 
para describir la naturaleza genética del mismo han conseguido explicar únicamente un 
procentaje muy reducido de la heredabilidad asociada cuando se han fundamentado en variación 
común, mediante estudios de asociación de genoma completo (GWAS), o variación rara, 
asociada a regiones exónicas mediante estudios de secuenciación de miles de exomas. En la 
dicotomía existente entre las hipótesis genéticas que estudian la variabilidad asociada a la 
esquizofrenia basándose en variantes raras o comunes, todavía existe una gran ausencia de 
trabajos que analicen las primeras en el ámbito de las regiones reguladoras de la expresión 
génica, y mayoritariamente no codificantes. De hecho, los pocos trabajos al respecto sugieren un 
papel muy relevante de estas regiones en la etiología de la enfermedad.  
El presente proyecto de tesis se ha centrado en el estudio de la variación genética en 
regiones reguladoras, seleccionadas en base a patrones extremos de conservación filogenética o 
apoyándose en datos generados por proyectos masivos centrados en el estudio de la 
funcionalidad global del genoma como el proyecto Encode o el proyecto Roadmap, así como en 
otros enfocados en la distribución de la expresión génica a lo largo de las distintas etapas del 
neurodesarrollo y en las diferentes áreas del cerebro, como el proyecto Brainspan. De este 
modo, en primer lugar, se estudió la variación genética rara en el elemento ultraconservado no 
codificante y enhancer de la expresión génica UC435 del gen TCF4, un factor de trasncripción 
de la familia bHLH ampliamente asociado en los estudios más relevantes, revelándose una 
ausencia de variación reguladora en esquizofrenia a lo largo del mismo. En segundo lugar, se 
realizó un análisis de asociación de la variación genética presente en población europea en la 
base de datos de los 1000 genomas a lo largo de las 14 regiones conservadas en mamíferos pero 
muy aceleradas en humanos, y con funcionalidad de enhancer, presentes en NPAS3, el gen con 
mayor número de las mismas y además, asociado a esquizofrenia y a trastornos del 
neurodesarrollo en numerosos trabajos previos. Al igual que en TCF4, el estudio de la variación 
genética en regiones reguladoras de NPAS3, otro factor de transcripción de la familia de bHLH, 
no demostró la existencia de asociación al respecto, sugiriendo que la estrategia de análisis de 
variación reguladora basada en patrones de conservación genética no es la más adecuada en el 
estudio de la esquizofrenia. En tercer lugar, se analizó de forma sistemática, mediante 
resecuenciación dirigida de nueva generación, la variación presente en las regiones promotoras 
de genes asociados a esquizofrenia a raíz de estudios de variaciones en el número de copias 
(CNV) o de GWAS, demostrándose un enriquecimiento significativo de variación reguladora en 
estas regiones en casos. Además, la subdivisión de las mismas en estados de la cromatina 
basados en modificación epigenéticas, reveló la presencia de 9 variantes en casos y ninguna en 
controles a lo largo de los promotores de los genes HNF1B y LHX1, pertenecientes a la región 
17q12, y con una funcionalidad de represor polycomb. El análisis en profundidad de la 
evolución de estos estados funcionales a lo largo del neurodesarrollo sugiere que estas regiones 
se hallan inactivas a partir de estadíos muy iniciales de diferenciación celular, por lo que dichas 
variantes podrían modificar la estructura de la cromatina en etapas muy primordiales del 
desarrollo y la alteración en la expresión de los genes que regulan en éstas ser un elemento de 
alto riesgo para la aparición, años más tarde, de la esquizofrenia, en consonancia con las 
numerosas evidencias que sugieren la hipótesis del neurodesarrollo como explicación del origen 
de la enfermedad. En último lugar, mediante secuenciación de ARN de cerebro post mortem, se 
estudiaron las diferencias de expresión y la variación genética presentes entre grupos de casos y 
controles bien caracterizados. Dicho análisis demostró, mediante la utilización de módulos de 
coexpresión y perfiles de expresión génica en líneas celulares cerebrales descritas en estudios 
previos, la existencia de una subexpresión génica de aquellos genes específicos de líneas 
celulares neuronales, así como la sobreexpresión de aquellos más específicos de astrocitos, 
independiente de la medicación antipsicótica administrado a lo largo de la vida de los pacientes. 
El estudio de la variación genética rara relativa a los módulos de coexpresión diferencialmente 
expresados reveló una acumulación en casos de variantes en genes pertenecientes a módulos 
coexpresados en esquizofrenia y enriquecidos en genes de astrocitos. Además, también se 
demostró que las diferencias de expresión existentes en estos genes pueden ser explicadas, al 
menos en parte, por la acumulación de estas variantes, reforzando el papel de los astrocitos en la 
etiología de la enfermedad y demostrando que su implicación va más allá de un efecto 
secundario, pudiendo ser más una causa que una consecuencia de la enfermedad. 
 Los resultados expuestos a lo largo de los trabajos presentados en este proyecto de tesis 
reivindican una mayor consideración de las regiones reguladoras de la expresión génica para la 
búsqueda de factores genéticos de susceptibilidad a esquizofrenia y, de forma más relevante, 
aquellos que afectan a estados funcionales descritos en función de características epigenéticas y 
a genes específicos de líneas celulares determinadas o áreas del cerebro importantes en 
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ANEXO. Se adjunta un disco compacto con material suplementario al que se hace 


































































































































































1.1. ASPECTOS CLÍNICOS Y NEUROBIOLÓGICOS DE LA ESQUIZOFRENIA 
 
1.1.1. Antecedentes históricos 
La esquizofrenia es la enfermedad mental por antonomasia. Como paradigma de la 
locura tradicional, ha sido objeto de estudio a lo largo de la historia y sufrido grandes cambios 
en las interpretaciones que se le fue dando con el paso de los años y los acontecimientos. 
Siempre representada como la forma de locura humana, desde la antigua Grecia se pueden 
encontrar diferentes descripciones e interpretaciones acerca de esta enfermedad.  
Durante la edad media y la ilustración, la mala consideración que tenía el trastorno y el 
hecho de que siempre estuviera asociado a una degeneración personal fruto de condicionantes 
psicosociales fueron las causas de una serie de escenarios en general desfavorables para los 
enfermos. Por un lado, en zonas urbanas eran tratados en hospitales universitarios y, en zonas 
rurales, en asilos donde se trataba de paliar la sintomatología de forma caritativa. Los pioneros 
de la psiquiatría moderna trataron de cambiar esta práctica, pero no existían suficientes 
evidencias científicas para la legítima aplicación de una metodología similar a la elegida en 
otras áreas de la medicina (Heckers, 2011). En este contexto, también existía una minoría que, 
ya por aquel entonces, prefería abordar la enfermedad mental desde la exploración de los 
procesos subjetivos del inconsciente humano (Makari, 2008). 
No fue hasta mediados del siglo XIX cuando se la empezó a considerar como a una 
enfermedad con  una entidad propia. Concretamente, en 1850, el caso de un joven con un 
cuadro sintomático de deterioro mental prematuro le sirvió al médico francés Bénédict Morel 
para utilizar por primera vez el término démence précoce (Montes JM y Saiz J, 2000). No 
obstante, éste adquirió mayor repercusión tras la utilización del mismo por Emil Kraepelin 
(1856-1926) en lo que sería la sexta edición de su tratado de psiquiatría (Kraepelin, 1899). Su 
descripción de la dementia praecox agrupaba los síntomas de tres entidades, anteriormente 
descritas, pero que hasta el momento se encontraban muy desorganizadas: la catatonia, la 
hebefrenia y la demencia paranoide.  
Esta última fue la primera aportación a la psiquiatría clínica de las tres mencionadas. 
Fue introducida por Wilhelm Sander (1838-1922) en 1868 para catalogar a un grupo de sujetos 
que tenían sentimientos infundados de maltrato, persecución o humillación constantes. Poco 
más tarde, en 1874, Kahlbaum (1828-1899) describió la catatonia (Goldar y cols., 1995) como 
un conjunto de síntomas bien reconocidos por los psiquiatras, aunque poco delimitados hasta 
entonces, entre los que destacaban el mutismo,  la inmovilidad, la rigidez, el negativismo o la 





(Kraam y cols., 2009), explicándolo como un síndrome caracterizado por una desorganización 
en el comportamiento, en el habla, unas respuestas emocionales extremas, y un manierismo 
frecuente. De este modo, y retomando el concepto de demencia precoz, Kraepelin sienta las 
bases de la futura esquizofrenia como una enfermedad sindrómica en la que factores biológicos 
individuales y ambientales pueden actuar conjuntamente y así provocar una degeneración 
temprana de las funciones cerebrales, manifestándose en tres "vertientes" del trastorno que 
comparten un diagnóstico común (demencia paranoide, catatonia y hebefrenia). 
Asimismo, y dado que la dementia praecox aludía a la precocidad de la aparición y 
cronicidad de la enfermedad como características principales, se establecía una clara diferencia 
frente a otros síndromes con deterioro cognitivo de aparición tardía como la enfermedad de 
Alzheimer y, sobre todo, el grupo de las psicosis maníaco-depresivas (Montes y Saiz, 2000). 
El gran impacto y enorme difusión en el campo de la psiquiatría que tuvo la obra de 
Kraepelin prepararon el camino para la aparición del concepto de esquizofrenia de Eugen 
Bleuler (Heckers y cols., 2011). Ampliamente influido por Kraepelin, Bleuler (1857-1939) 
acuñó el nombre actualmente conocido de Esquizofrenia, aunque por entonces se utilizaba el 
término schizophrenias, en plural, recalcando la diversidad fenotípica dentro del mismo 
síndrome descrito. Bleuler, sin embargo, sugirió que el anterior término era inapropiado ya que 
el trastorno no era una demencia, es decir, no conllevaba necesariamente un deterioro de las 
funciones mentales. 
Las nuevas ideas acerca de la Esquizofrenia tuvieron una gran influencia en Europa y en 
Estados Unidos. A diferencia de Kraepelin, Bleuler enfatizó en la descripción transversal de los 
síntomas frente a la menor importancia del curso yevolución de la enfermedad, y consideraba, 
además, que el trastorno del pensamiento eralo primario en la esquizofrenia y surgía como 
consecuencia de la escisión del proceso de formación de ideas y la respuesta emocional, lo que 
producía una fragmentación de las capacidades mentales. En este sentido, definió la 
sintomatología fundamental de la esquizofrenia con "las cuatro Aes": Asociaciones anormales 
de las ideas, Autismo, Afectividad inadecuada y Ambivalencia, mientras que los otros síntomas, 
como delirios y alucinaciones, serían accesorios e inconstantes. Además, a los tres subgrupos 
descritos por Kraepelin añadió uno nuevo, al que denominó esquizofrenia simple. 
Desde entonces, el concepto de esquizofrenia se fue enriqueciendo a lo largo del siglo 
XX. Ejemplos de ello son las aportaciones de Kasanin, quien introdujo en 1933 el término 
esquizoafectivo para designar a un tipo de esquizofrenia con alteraciones afectivas importantes 
al margen del común trastorno formal del pensamiento (Kasanin, 1933), y la de Langfeldt, en 
1939, que distinguió entre proceso esquizofrénico, de inicio temprano y deterioro severo, y 




Sin embargo, durante el siglo XX, y sobre todo tras la segunda guerra mundial, las ideas 
de Sigmund Freud impulsaron con gran fuerza el psicoanálisis como alternativa al modelo 
tradicional. Este método consideraba inútiles el diagnóstico y la clasificación, y enfatizaba el 
esfuerzo en la naturaleza y el origen del conflicto intrapsíquico de cada caso. Dada la gran 
acogida en Estados Unidos en comparación con el resto del mundo, se creó una gran variedad 
diagnóstica que frenó el desarrollo de unos criterios objetivos para las enfermedades mentales 
(Andreasen, 2007). En este sentido, en Europa tuvieron gran impacto las teorías de Jaques 
Lacan, quien retoma la teoría psicoanalítica de Freud y le incorpora elementos del 
estructuralismo (Marta, 1987). 
Además, el por entonces modelo de Bleuler carecía de unos criterios adecuados de 
pronóstico, y de unos rasgos propios y delimitadores de la enfermedad, lo que contribuyó a la 
ambigüedad en el concepto de la enfermedad y a la diversidad diagnóstica en los distintos 
países. Kurt Schneider (1887-1967), trató de solucionar ese problema postulando lo que él 
denominó síntomas de primer orden, y que, aunque no eran totalmente específicos de 
esquizofrenia, síeran muy fáciles de identificar, muy fiables y cada uno de ellos una condición 
suficiente para realizar el diagnóstico de esquizofrenia. Entre ellos se encontrarían los delirios,  
fuga de pensamientos, voces constantes, pensamientos audibles o comportamientos 
extremadamente pasivos (Montes JM, y Saiz J, 2000). Muchos de estos síntomas se han 
adoptado actualmente como diagnóstico en las clasificaciones internacionales modernas. 
Finalmente, en la segunda mitad del siglo XX, la aparición de fármacos neurolépticos puso el 
foco de atención en la química del cerebro, impulsando la investigación biológica de la 
enfermedad y frenando el auge, casi de forma irreversible, de la alternativa psicoanalítica. 
Sin embargo, todas estas aportaciones no sirvieron para delimitar de forma objetiva los 
límites diagnósticos de las enfermedades mentales. A raíz de un estudio realizado en 1972 
(Cooper y cols., 1972) se observó que un mismo paciente era diagnosticado de esquizofrenia o 
psicosis maníaco depresiva según se encontrara en Londres o Nueva York, lo que puso de 
manifiesto la necesidad de utilizar unos criterios diagnósticos comunes. Surgen así los criterios 
de St. Louis (Feighner y col., 1972), que servirían de base para afianzar los criterios del manual 
diagnóstico y estadístico de los trastornos mentales (DSM) y de la Clasificación Internacional 
de Enfermedades (CIE), manuales que deben su existencia a la necesidad de unificar criterios a 
escala internacional. 
A partir de ahí las investigaciones han seguido avanzando y, recientemente, ha sido 
publicado el DSM-5 donde se introducen algunos cambios muy significativos en el concepto y 
tratamiento de las enfermedades mentales, aunque leves en lo que a esquizofrenia respecta, tal y 





1.1.2. Esquizofrenia. Definición y sintomatología. 
La perspectiva histórica de la esquizofrenia, y el continuo desarrollo de su 
caracterización y delimitación sintomatológica a lo largo del siglo XX, nos revela su 
complejidad intrínseca. Como característica fundamental para entender el reto que supone su 
diagnóstico, es necesario señalar que, a día de hoy, no existe ningún marcador biológico que 
permita diagnosticar de forma objetiva a los pacientes, ni una causa única a la que atribuir el 
origen de la enfermedad. Por ello, la definición de esquizofrenia ha evolucionado a lo largo de 
los años a medida que se han ido aportando nuevas evidencias científicas y experiencias 
clínicas, ayudando a mejorar el diagnóstico y, en última instancia, el conocimiento global acerca 
de este trastorno psiquiátrico.  
Con la reciente publicación del último manual diagnóstico de enfermedades mentales 
(DSM-5), son ya siete las ediciones del DSM (DSM-I, DSM-II DSM-III, DSM-III-R, DSM-IV 
DSM-IV-TR y DSM-5) y 10 las del ICD (del ICD-1 al ICD-10), que han servido para establecer 
el concepto de esquizofrenia, definiéndola como una patología grave de tipo psicótico que 
generalmente presenta un carácter crónico, y engloba síntomas variados entre los que 
predominan una alteración de la afectividad, del comportamiento social, de la percepción de la 
realidad, del flujo y asociación de los pensamientos y la aparición de brotes psicóticos. 
Por tanto, hablar de esquizofrenia en la actualidad es hablar de un síndrome complejo y 
muy heterogéneo en sus manifestaciones y síntomas, entre los que destacan la cronicidad y mal 
pronóstico (características claves en la noción de la dementia praecox de Kraepelin), síntomas 
negativos como la abulia, apatía, anhedonia o aplanamiento afectivo (fundamentales en la 
descripción de las esquizofrenias de Bleuler) y, por último, los síntomas positivos de Schneider 
(Schneider, 1959), que constituyen el fundamento de la ―psicosis‖ e implican la presencia de 
ideas delirantes y alucinaciones manifiestas sin que la persona tenga conciencia de la naturaleza 
patológica de las mismas. 
Durante el desarrollo de los manuales diagnósticos a lo largo de los años, los síntomas 
psicóticos de primer orden de Schneider y la cronicidad fueron ganando peso como condiciones 
necesarias para el diagnóstico de la enfermedad, y las posibles combinaciones de síntomas 
fueron constituyendo los diferentes tipos de esquizofrenia, en un esfuerzo por acotar cada 
variante de la enfermedad a unas manifestaciones concretas. De este modo, el DSM-4 reconoce 
cinco tipos de esquizofrenia: paranoide, desorganizado, catatónico, indiferenciado y residual, y 
el ICD-10 contempla nueve: paranoide, hebefrénica, catatónica, indiferenciada, post-





No obstante, en los últimos años, varios estudios han demostrado que la distinción de 
subtipos de esquizofrenia resulta inconsistente, al no poderse distinguir con diferentes métodos 
de análisis clúster (Lykourasy cols., 2001; Peralta y Cuesta, 2003; Picardi y cols., 2012). Dada 
la diversidad sintomática de cada paciente y que estos presenten variaciones en los síntomas 
manifestados a lo largo del transcurso de la enfermedad, resulta muy complicado asignar a cada 
paciente una categoría estanca, y parece más evidente afirmar que un mismo sujeto puede pasar 
por varios de dichos subtipos de esquizofrenia a lo largo de la enfermedad. Una revisión de 24 
publicaciones sobre 38 análisis de 28 cohortes diferentes reveló que no existe fundamento 
significativo para la clasificación tradicional en subtipos diferenciados (Linscott y cols., 2010). 
Además, menos del 5% de todas las publicaciones científicas distinguen entre sujetos 
provenientes de diferentes clases de esquizofrenia (Braff y cols., 2013).  
Por otro lado, en la práctica clínica no existen mayores argumentos a favor de la 
utilización de los subtipos. A excepción de la indiferenciada y la paranoide, el resto de tipos 
raramente es utilizado. En un estudio chino de 19000 pacientes psiquiátricos hospitalizados a lo 
largo de 10 años, menos del 0,2% de los pacientes fueron diagnosticados como esquizofrenia 
catatónica, en el 1% fueron subtipo desorganizado y hasta el 91% recibió el diagnóstico de 
indiferenciado (Xu, 2011b).  
Por estas razones, el reciente DSM-5 y el futuro ICD-11 (Braff y cols., 2013), eliminan 
las clases de esquizofrenia tal y como estaban descritas en anteriores versiones de los manuales. 
De este modo, se busca una mayor coherencia entre DSM e ICD, uno de los objetivos 
perseguidos en la nueva edición del DSM-5. 
Sin embargo, pese a la eliminación de los tipos, en el actual DSM-5 no se producen 
cambios muy significativos en lo que al diagnóstico de esquizofrenia se refiere (Tandon y cols., 
2013), y que se representa en la tabla 1.1. Esto es consecuencia del éxito cosechado en este 
punto en el DSM-4. Cerca del 90% del diagnóstico de esquizofrenia basado en éste se mantiene 
durante los siguientes 10 años (Bromet y cols., 2011). Por ello, solo se simplifica el criterio A, 
eliminando la excepcionalidad de los síntomas schneiderianos de rango I al no tener una 
implicación diagnóstica real (Cermolacce, Sass y Parnas., 2010) y estableciendo la necesidad de 
que al menos uno de los dos síntomas del criterio A sean alucinaciones ilusiones o habla 
desorganizada, y se restringe el trastorno esquizoafectivo a aquel que contenga sintomatología 







Tabla 1. 1. Cambios en los criterios diagnósticos en el DSM-5 (Tabla extraída de Tandon y cols., 2013) 
  
Criterios DSM-4 en esquizofrenia 





Dos o más de los siguientes en un período 
significativos de al menos un mes (o menos, si es 
tratado con éxito).     
 
1) Ilusiones  
2) Alucinaciones  
3) Habla desorganizada  
4) Comportamiento desorganizado o catatonia  
5) Síntomas negativos (p. ej, aplanamiento 
afectivo, alogia o abulia)  
 
Nota: Solo se requiere un síntoma del criterio A si 
las ilusiones son extrañas o consisten en una voz 
manteniendo un continuo comentario en los 
pensamientos o comportamientos del sujeto, o dos 
o más voces conversando entre ellas. 
Dos o más de los siguientes en un período 
significativos de al menos un mes (o menos, 
si es tratado con éxito).    
 
Al menos uno de ellos debe ser de entre los 
síntomas 1-3     
 
1) Ilusiones  
2) Alucinaciones  
3) Habla desorganizada  
4) Comportamiento desorganizado o 
catatonia  
5) Síntomas negativos (p. ej, expresividad 







Para una significativa cantidad de tiempo desde el 
inicio del trastorno, una o más áreas del 
funcionamiento social como trabajo, relaciones 
interpersonales o auto cuidado, están 
marcadamente por debajo de los niveles previos al 
inicio  (o, si es en la infancia o la adolescencia, 
incapacidad para alcanzar el nivel esperado en 





Signos continuos del trastorno persistentes hasta, 
al menos, 6 meses. Este período debe incluir como 
mínimo un mes de síntomas (o menos si es tratado 
con éxito) del criterio A y puede incluir períodos 
de síntomas prodrómicos o residuales. Durante 
estos, los signos del trastorno se pueden ser 
manifestados  solo por síntomas negativos o por 
dos o más de los síntomas del criterio A, presentes 
en la forma atenuada (p. ej, experiencias 







Trastorno esquizoafectivo y depresión o trastorno 
bipolar con características psicóticas se descartan 
porque  
1) No hay episodios depresivos mayores ni 
maníacos que hayan ocurrido de forma 
concurrente con la fase activa de los síntomas , o 
2) si ocurren estos episodios durante la fase activa, 
su duración es breve en relación a la duración de la 







condición médica  
El trastorno no es atribuible al efecto de ninguna 
sustancia (p. ej, droga de abuso o medicación) o a 





desarrollo o del 
espectro autista 
Si existe historia clínica de Autismo, el 
diagnóstico adicional de esquizofrenia se hace solo 
cuando si ilusiones o alucinaciones estás presentes 
al menos un mes (o menos si es tratado con éxito). 
Si existe historia clínica de Autismo u otro 
trastorno comunicativo de inicio en la 
infancia, el diagnóstico adicional de 
esquizofrenia se hace solo cuando si 
ilusiones o alucinaciones estás presentes al 






No obstante, en cuanto a la descriptiva del diagnóstico, sí hay cambios significativos 
que alteran la noción previa de esquizofrenia que se extrae de anteriores versiones del manual. 
La catatonía, ya no un subtipo diferenciado, se incluye ahora como posible añadido a especificar 
(Carpenter y Tandon., 2013). También se profundiza más en los indicadores del curso de la 
enfermedad, alcanzando un mayor detallismo que en el DSM anterior. Por último y más 
importante, aunque no cobrando la relevancia diagnóstica que en principio parecía que iban a 
tener en el nuevo manual, se incluyen las dimensiones psicopatológicas de la enfermedad 
(Allardyce y cols., 2007; Hudziak y cols., 2009). La idea principal que subyace a la 
consideración de estas nuevas dimensiones es la sustitución de los subtipos por dominios de 
sintomatología en los cuales poder cuantificar la gravedad de cada uno de ellos (en una escala 
del uno al cuatro) a través del curso de la enfermedad. En el caso de esquizofrenia, estos 
dominios serían las cinco características presentes en el criterio diagnóstico A (ideas delirantes, 
alucinaciones,hablay/o comportamientos desorganizados, comportamiento psicomotor anormal 
y síntomas negativos) y otras tres relacionadas (deterioro cognitivo, manía y depresión). De este 
modo, se pretende abarcar el problema de la heterogeneidad de la esquizofrenia sin distinguir un 
síntoma por encima de los demás ni menospreciar otros que aparezcan aunque en menor 
grado(figura 1.1), dando al psiquiatra la oportunidad de generar una descripción 
multidimensional del paciente, a partir de cinco variables fácilmente identificables, que sea más 
informativa y que permita controlar las variaciones a lo largo de los años, sin la necesidad de 
incluir al sujeto en un subtipo que, en última instancia, no representa la complejidad de la 
esquizofrenia (Heckers y cols., 2013). La figura 1.1 refleja dos gráficos en donde se identifican 
rápidamente los rasgos distintivos de sendos ejemplos de esquizofrenia y trastorno 
esquizoafectivo sin ignorar los rasgos menos prominentes en cada uno de ellos y permitiendo 
evaluar el solapamiento. 
La propuesta inicial de integrar dimensiones en la práctica clínica puede sentar las bases 
para una futura concordancia entre la nosología psiquiátrica y la neurociencia clínica, 
facilitando el entendimiento de la enfermedad psiquiátrica y, por ende, de la esquizofrenia. 
 
1.1.3. Curso de la enfermedad 
De forma general, la esquizofrenia comienza durante la adolescencia o durante la vida 
adulta temprana, aunque no es un patrón repetido en todos los casos, y el curso de la 
enfermedad puede variar ostensiblemente. La esquizofrenia se puede manifestar como una 
repentina y rápida aparición o mediante un inicio más insidioso y subrepticio, y puede conllevar 
un único episodio o múltiples con diferentes grados de remisión en cada caso. Sin embargo, es 





cual los primeros indicios aparecen, fundamentalmente, en forma de síntomas negativos, aunque 
no se reciba atención clínica o tratamiento en la mayoría de los casos (Häfner y cols., 1999; 
Yung y McGorry; 1996). Este pródromo puede comenzar como cambios subagudos en el 
comportamiento (aislamiento social, comportamiento extraño o antisocial, deterioro de la 
capacidad académica o laboral), mal  funcionamiento de las capacidades cognitivas, aparición 
de síntomas negativos progresivamente (alteraciones del habla, por ejemplo, habla incoherente o 
poco frecuente, o abulia), pensamientos desordenados (abstracto, paranoico y / o ideas obsesivas 
que pueden ser de naturaleza sexual, agresiva o irracional), despersonalización o desrealización 
(la percepción de ser ajeno a la identidad propia o con la realidad) entre otros (McGlashan., 
1996). 
 
Figura 1. 1. Evaluación dimensional de pacientes con A) Esquizofrenia y B) trastorno esquizoafectivo (figura 
adaptada de Heckers y cols., 2013) 
 
 
Más recientemente, se ha empezado a considerar la aparición de la enfermedad como un 
proceso por etapas. Un modelo de desarrollo de la enfermedad aceptado por muchos autores es 
el que describe el proceso como cuatro etapas diferenciadas (Lieberman, 2001). La primera es 
una etapa premórbida inicial que va desde la gestación hasta la infancia, e incluso la 
adolescencia. Se manifiesta clínicamente por anomalías físicas, déficits cognitivos y una fuerte 
disfunción en la interacción social. Le sigue una etapa prodrómica, ya en la adolescencia, donde 
tiene lugar el episodio pre-psicótico descrito anteriormente. El siguiente paso sería la fase de 
inicio, que sucede con un episodio agudo psicótico en aproximadamente 50% de los casos 
(Ciompi, 1980). Por último, una posible etapa de deterioro crónico, en la cual deficiencias 




reciente reveló que son cuatro las variables más significativas a la hora de predecir la cronicidad 
de la esquizofrenia a raíz del primer episodio psicótico (Friis y cols., 2015): deterioro en el 
funcionamiento social, duración de la psicosis no tratada de más de 26 semanas, no remisión del 
episodio en los primeros tres meses y diagnóstico inicial de trastorno del espectro 
esquizofrénico. 
No obstante, existen diferencias importantes en la aparición y desarrollo de la 
enfermedad en función del sexo. Un reciente estudio que incluye 133693 casos de esquizofrenia 
de bases de datos variadas reveló que el riesgo en hombres es 1,15 veces mayor que en mujeres 
(van der Werf y cols., 2014) y que, aunque en promedio, la edad de aparición de la enfermedad 
es menor en hombres que en mujeres, lo es debido a la mayor intensidad en el inicio de la 
enfermedad en el pico de temprana adultez (Figura 1.2), siendo, al contrario, más frecuente en 
mujeres a partir de los 39 años. Ambos picos de iniciode la enfermedad, en hombres y mujeres, 
se sitúan entre los 20 y 29 años.  Estas evidencias contradicen los resultados de estudios previos, 
donde se describía una edad de inicio anterior en hombres y más cercana a la adolescencia 
(Häfner., 2003; Picchioni y Murray, 2007) y un segundo pico coincidente con la aparición de la 
menopausia, algo que ahora es imperceptible (Figura 1.2). Por otra parte, los síntomas en 
hombres son a su vez más severos que los acontecidos en mujeres (Leung y Chue, 2000). 
Esta diferencia entre hombres y mujeres en la prevalencia y el transcurso de la 
enfermedad pone de manifiesto la dependencia de factores ligados al sexo como condicionantes 
de riesgo en esquizofrenia. A raíz de estas observaciones, diversas hipótesis se han planteado al 
respecto de este comportamiento. Entre otras, el desarrollo prenatal y la exposición diferencial a 
las hormonas gonadales en los hombres (Raz y cols., 1994), el retraso en la aparición de la 
enfermedad en mujeres debida a factores neuroprotectores como el estrógeno (Seeman, 1996), 
la mayor prevalencia de complicaciones en el parto en hombres (Clarke & O‘Callaghan, 2003) o 
factores de riesgo social como la mayor probabilidad de contraer matrimonio en mujeres como 
factor protector (Morgan y cols., 2008). 
Desde la eclosión inicial, existirá una alternancia entre fases agudas y fases de 
estabilización o post-crisis, dando cabida también a períodos atenuados o de mantenimiento, 
donde pueden llegar a desaparecer los síntomas casi por completo. La evolución de la 
enfermedad en cada paciente es muy variable, y mientras una proporción de enfermos recuperan 
la estabilidad tras el primer brote psicótico y no vuelven a sufrir ninguna recaída, otros sufren 
nuevos episodios, más o menos intensos y espaciados entre ellos, pudiendo llegar al peor 
pronóstico de estado crónico de la enfermedad. Aunque existe un rango muy amplio entre los 
diversos estudios al respecto, se estima que sólo un 30% de los pacientes evoluciona hacia un 





tratamiento. En los casos crónicos, el grado de incapacidad es máximo y los perjuicios de la 
enfermedad se extienden a familiares y allegados, convirtiéndose el paciente en una carga 
enorme (Walker y cols., 2004), tanto emocional, por obvias razones de reactancia social, como 
económica, dada la incapacidad para llevar a cabo un trabajo dignamente y el consecuente alto 
desempleo entre los esquizofrénicos (Evensen y cols., 2015). 
 
Figura 1. 2. Edad estimada e incidencia media de esquizofrenia en hombres y mujeres (Extraída de van der Werf 




Desde el punto de vista epidemiológico, el estudio de la esquizofrenia presenta muchos 
inconvenientes. Cabe destacar, entre ellos, la naturaleza multicausal del trastorno y su complejo 
diagnóstico, lo que podría provocar disparidad en los índices de prevalencia por factores de 
confusión ajenos a la propia variación intrínseca de la enfermedad. No obstante, los últimos 
estudios al respecto han corregido esta tendencia (Saha y  cols., 2005) 
La esquizofrenia es una enfermedad ampliamente distribuida sin excepción por todo el 
mundo. Sin embargo, pese a que el valor de prevalencia más citado cuando se habla de 
esquizofrenia es del 1%, los últimos estudios demuestran que se trata de un valor sobreestimado 




puntual entre un 0,46% y un 0,5% anivel mundial (Saha y  cols., 2005; Messias y cols., 2007). 
Existen notables variaciones a nivel geográfico, como es el hecho de que las latitudes más altas 
tengan un factor de predisposición más alto (Saha y cols., 2006), relacionado con el hecho de 
haber nacido en invierno o primavera, que también ha sido demostrado como un factor de 
riesgo. Las diferencias pueden llegar a ser relativamente grandes como en la comparación de las 
prevalencias en Nueva Zelanda, de un 0,4%, y en Finlandia, de un 2,2%. Entre otros factores, 
también figuran variaciones debidas a diferencias culturales, regionales o étnicas. En una 
revisión sobre la incidencia en España, los datos se sitúan en un 0,3% en hombres y un 0,28% 
en mujeres (Ayuso-Mateos y cols., 2006). Estas diferencias en función del sexo no son 
exclusivas de España, sino que es un hecho global (van der Werf y cols., 2014),  y es un factor 
de variación que ya se explica en detalle en el capítulo anterior, dejando claro que la 
esquizofrenia afecta en modo desigual a hombres y a mujeres. 
La tasa de mortalidad estandarizada (TE) es una medida de la mortalidad relativa que se 
calcula mediante la división del índice de mortalidad observada en un período de tiempo de 
población bajo una determinada condición (esquizofrenia) con el esperado para esa población en 
ese período y con los parámetros de edad y sexo. La TE en esquizofrenia englobando todas las 
causas existentes a finales del siglo pasado se situaba en un 1,5 (Brown, 1997), pero este valor 
crece de forma preocupante con los años debido a la menor tasa de mortalidad en la población 
general (McGrath y Sasser, 2009) y a día de hoy se sitúa en 2,68. La TE puede dividirse en 
causas concretas. En una revisión reciente se recogen datos de mortalidad y se calculan las TE 
para 561 posibles causas (Saha y cols., 2007). El caso del suicidio es de mayor valor, siendo de 
una TE de 12,6. Sin embargo, no es nada desdeñable el hecho de que la mayor parte de las 
causas de muerte estén elevadas en esquizofrenia, pese a que a priori pareciera que poco o nada 
tienen nada que con el trastorno, como enfermedades endocrinas, digestivas o respiratorias.  
La exposición prenatal a infecciones por parte de la madre es un factor de riesgo 
contrastado para el desarrollo de la esquizofrenia (Buka y cols., 2001). Existen evidencias 
concretas que sugieren que el riesgo a sufrir esquizofrenia es mayor en aquellos con la 
exposición prenatal al virus de la gripe o influenza (Brown y cols., 2004a), rubeola (Brown y 
cols., 2014) o Toxoplasma gondii (Brown y cols., 2005; Mortensen y cols., 2007). La nutrición 
también se ha postulado como otro factor de riesgo, siendo algunos de los elementos propuestos 
la deficiencia a vitamina D (McGrath y cols., 2003) o la presencia excesiva de homocisteína 
durante el embarazo en el útero materno, y su repercusión en el metabolismo del folato (Brown 
y  cols., 2007). Las conocidas hambrunas holandesa y China, debidas a períodos de desnutrición 
causados por la invasión nazi durante la segunda guerra mundial y por la revolución cultural, 





riesgo de desnutrición (Susser y cols., 1992; St Clair y cols., 2005), pudiendo haber mediado, en 
estos casos, mecanismos epigenéticos. 
Las complicaciones obstétricas y del embarazo son otro gran grupo de factores de riesgo 
entre los que podríamos destacar nacimiento prematuro, preeclampsia, diabetes gestacional o 
malformaciones congénitas (Cannon, 2002), habiendo una asociación modesta pero consistente, 
con un ratio de 2 respecto al riesgo de la población general. 
También se ha demostrado que la edad paterna es un factor de riesgo importante a 
esquizofrenia y a otras enfermedades psiquiátricas (Malaspina y cols., 2015). Una posible 
explicación a este hecho sería la presencia de mutaciones de novo en genes importantes en el 
desarrollo neuropsiquiátrico en la línea germinal paterna, así como posibles alteraciones 
epigenéticas que afecten a los mismos con la edad, como fallos en el empaquetamiento de la 
cromatina o cambios en las modificaciones químicas de las histonas. Sin embargo, otros 
estudios señalan que el hecho de que la edad paterna avanzada no sería la causa per se, sino que 
otros factores asociados a una paternidad retrasada serían los posibles causantes de esta 
asociación (Ek y cols., 2014). 
La condición de emigrante o pertenencia a un grupo minoritario y/o clase social 
desfavorecida son también factores de riesgo, así como la residencia en entorno urbano, 
consumo de drogas y estado civil separado o soltero. Una interesante discusión al respecto es si 
estos factores sociológicos predisponen al desarrollo de esquizofrenia por alterar sus funciones 
cerebrales óptimas en combinación con la predisposición genética (van Os y cols., 2010) o bien 
si una alteración previa de ese cerebro social es lo que impulsa a estos individuos a acabar 
cayendo en estas situaciones que representan una consecuencia clara de la inadaptación social 
(Sullivan, 2005). La asociación con el consumo de drogas como el cannabis, demostrada en 
numerosas ocasiones (Murray y cols., 2007), ha sido objeto de discusión ya que la propia 
alteración de las funciones cerebrales podría predisponer a un consumo de cannabis, de forma 
que pudiéramos estar en el contexto de una asociación indirecta (Cassidy y cols., 2014). 
Por último, otro aspecto clave en la esquizofrenia es la reducida fertilidad en los 
enfermos (Bundy y cols., 2011). Dada la incapacidad de los enfermos de establecer relaciones 
sociales estables y contraer pareja, el índice de fertilidad se reduce en un 39%, lo cual ha 
llevado a muchos autores a pensar que debe de existir algún mecanismo de selección positiva 
que confiera algunas ventajas a individuos con un trasfondo genético similar al de la 
esquizofrenia pero que no llegan a desarrollar la enfermedad; o bien que se trata de una 





1.1.5. Neuroanatomía y alteraciones estructurales 
 La esquizofrenia es un trastorno complejo con una sintomatología muy diversa y 
heterogénea. A lo largo de los últimos años, diversos estudios se han servido de técnicas 
variadas para el estudio de la enfermedad desde el punto de vista de la anatomía cerebral y de la 
funcionalidad del mismo. Sin embargo, durante la primera mitad del siglo XX, los esfuerzos 
para identificar anormalidades en los cerebros post mortem llevaron a resultados decepcionantes 
por lo rudimentario de las técnicas y la gran expectación no satisfecha.  
 No fue hasta los años setenta, con la llegada de las técnicas de neuroimagen 
estructural como la Resonancia Magnética (RM) y la Tomografía Axial de Positrones (TAC) 
que se encontraron anormalidades en los cerebros de los enfermos. Estas técnicas proporcionan 
una visión anatómica de las alteraciones estructurales en la esquizofrenia. Gracias a ellas se 
produjeron hallazgos muy importantes, como la reducción del volumen y del peso total del 
cerebro, sobre todo localizado en el lóbulo temporal medial y superior, hipocampo, corteza 
prefrontal y tálamo, observables desde la fase inicial de la enfermedad. Por otro lado, también se 
han encontrado incrementos de volumen en el putamen y la corteza estriada (Meyer- 
Lindemberg, 2010). No obstante, de los estudios de neuroimagen estructural se concluye que no 
existen lesiones como tales, pero que sí reducciones en el volumen y pérdida de densidad de 
ciertas regiones (Cuevas-Esteban y cols., 2011). 
 Estos cambios macroscópicos se han asociado a alteraciones a escala microscópica, 
como la reducción en el número de neuronas y ramificaciones dendríticas. La neuronas 
piramidales en la corteza prefrontal, que constituyen la principal fuente de neurotransmisión, 
son más pequeñas y presentan un empaquetamiento más denso, debido probablemente a una 
excesiva poda sináptica durante la pubertad, esto es, una eliminación de las conexiones 
neuronales no utilizadas durante el desarrollo para que la capacidad cerebral este focalizada en 
las conexiones frecuentemente utilizadas (Meyer- Lindemberg, 2010). 
 
 A diferencia de los escasos incrementos en el volumen de regiones cerebrales, las 
reducciones en el hipocampo han sido halladas en familiares de pacientes y personas sanas, lo 
cual revela que debe tener una profunda base genética (Goldman y cols., 2008). Sin embargo, 
las alteraciones observadas no son privativas de enfermos, y muchos pacientes no presentan 
alguna de estas alteraciones. Se ha visto, además, que otros muchos factores pueden provocar 
alteraciones similares, como en el caso del alcohol (Squeglia y cols., 2014), la nicotina (Brody y 
cols., 2004) o el tratamiento con antipsicóticos (Veijola y cols., 2014), así que en ningún caso 
servirían como factores patológicos que asegurasen el diagnóstico de la enfermedad. A esto 





trastorno del neurodesarrollo, y los cambios estructurales ya se habrían ido gestando antes de la 
eclosión de los primeros síntomas diagnosticables (Owen y cols., 2011). 
 Por otra parte, los trabajos de neuroimagen funcional también fueron ganando peso a 
partir de los años setenta junto con el desarrollo de técnicas de imagen más sofisticadas que 
permitiesen la evaluación de anormalidades cerebrales en funciones concretas como la atención, 
la memoria o alteraciones sensitivo-motoras, entre otras, proporcionando un acceso directo a la 
investigación de la fisiopatología de la esquizofrenia in vivo (Gur y cols., 2007). Técnicas como 
la Tomografía por emisión de positrones (TEP) o la Resonancia magnética funcional (RMf) han 
sido las responsables de los hallazgos encontrados, aunque la segunda ha ido ganando peso con 
los años en detrimento de la primera debido a que ésta es más invasiva y conlleva un coste 
económico mayor. Estos estudios de neuroimagenhan puesto de relieve que hay una actividad y 
conectividad anormal en los circuitos cerebrales que comprenden el córtexprefrontal yel lóbulo 
temporal (Salgado-Pineda y cols., 2004), además de una alteración de las conexiones entre 
lóbulo frontal y temporal y otras áreas del cerebro (Meyer-Lindenberg, 2010). 
 De igual modo que con las anomalías estructurales, también en el caso de las 
funcionales sus hallazgos no se limitan a pacientes y tampoco son condición necesaria en todos 
ellos, confirmando la imposibilidad de ser la base de un diagnóstico fiable, pese a su innegable 
utilidad.  
 Al margen de los estudios de neuroimagen, se ha observado, también, la presencia de 
otros rasgos funcionales alterados en individuos esquizofrénicos, como déficits en la memoria 
verbal y a corto plazo, alteraciones en la estructura del sueño o la memoria prospectiva, 
relacionadas con la incapacidad de llevar a cabo una vida independiente (Ordemann y cols., 
2014). Además, otra de las funciones más afectadas en la esquizofrenia es la que engloba a los 
procesos de percepción y, en especial a los auditivos. Es el caso de la inhibición en la amplitud 
de potenciales evocados ante estímulos repetidos o la inhibición del prepulso del reflejo de la 
respuesta de sobresalto ante un estímulo acústico brusco (PPI). La intensidad de dicha 
inhibición se ha establecido como una medida del procesamiento de la información sensorial y 
motora, y su ausencia parcial o total estaría vinculada la incapacidad para filtrar los estímulos 
irrelevantes (Jazbec y cols., 2007), generando una sobreexcitación en los sistemas 
dopaminérgico y glutamatérgico y una fragmentación cognitiva. De nuevo, estos rasgos 
funcionales son, además, compartidos por familiares no afectos, calculándose una heredabilidad 
en torno al 50% (Greenwood y cols., 2007). Esto, al igual que ocurría con las alteraciones 
estructurales, viene a demostrar que estos son rasgos heredables y que la genética debería poder 





1.1.6. Neurobiología de la esquizofrenia 
 Conocer las bases biológicas que explican el inicio y desarrollo de la esquizofrenia es 
condición necesaria para el entendimiento de la enfermedad y la posible implementación de 
medidas preventivas. Sin embargo, dada la complejidad intrínseca de esta enfermedad, muestro 
conocimiento de la misma, desde el punto de vista etiológico, todavía se limita a hallazgos 
experimentales que, en la mayoría de los casos, aportan relaciones de causalidad indirecta con la 
sintomatología de la enfermedad. Actualmente, dichas evidencias son resultado de los múltiples 
y diversos estudios que se han realizado a lo largo de los últimos años para determinar las 
alteraciones que pudieran existir en el cerebro de los pacientes con esquizofrenia desde el punto 
de vista  anatómico, fisiológico o neuroquímico.  
  
1.1.6.1. Hipótesis neuroquímicas. 
 Pese a que el mecanismo neuroquímico de la esquizofrenia permanece en parte 
desconocido, en la actualidad existe una variedad de hipótesis que implican la disfunción del 
normal funcionamiento de sistemas de neurotransmisores, en muchos casos de forma 
interrelacionada, en el desarrollo de la esquizofrenia (Saiz Ruiz y cols., 2010; Keshavan y cols., 
2011). 
La primera hipótesis formulada en este sentido, y con mayor aceptación inicial, fue la 
hipótesis dopaminérgica. Esta teoría, que explicaría la sintomatología positiva de la 
enfermedad, surgió al comprobarse, por serendipia, que los primeros antipsicóticos utilizados en 
pacientes esquizofrénicos eran antagonistas de los receptores de dopamina en el cerebro 
(Carlsson y Lindqvist., 1963), apoyando la posibilidad de que los sujetos enfermos estuviesen 
sobreexpuestos a este neurotransmisor , y dando lugar al modelo hiperdopaminérgico (Carlsson, 
1977). De esta forma, los antipsicóticos bloquearían, en parte, la excesiva captación de 
dopamina de los receptores D2, eliminando la sobreexcitación sináptica y llevándola a unos 
niveles normales. Es el caso de fármacos como el Haloperidol o la Clorpromazima. 
Paralelamente a los efectos terapéuticos, se observaron en los pacientes una serie de efectos 
secundarios semejantes a los síntomas de la enfermedad de Parkinson (en la que existe una 
deficiencia de neuronas dopaminérgicas) como temblores, rigidez muscular y disminución 
general de los movimientos voluntarios. Por otro lado, también se observó que los agentes 
liberadores de dopamina producían efectos psicóticos (Thomson, Pogue-Geile y Grace., 2004). 
Tal es el caso de drogas de abuso de carácter psicotrópico, como la cocaína o las anfetaminas, 





Actualmente, sin embargo, se contempla un escenario más complejo en la hipótesis que 
relaciona la dopamina con la esquizofrenia, planteándose un modelo de desequilibrio 
dopaminérgico límbico – prefrontal (Saiz Ruiz y cols., 2010; Weinberger, 1987).  Por un lado, 
existiría una hiperfunción dopaminérgica subcortical, en las vía mesolímbica, que proyecta el 
neurotransmisor desde el mesencéfalo a ciertas áreas límbicas como el núcleo accumbens, que 
forma parte del circuito de recompensa. La hiperactividad en esta vía provocaría una 
hiperestimulación de los receptores de dopamina D2 y explicaría los cuadros de sintomatología 
positiva. Por otro lado, existiría también una hipoactividad en la vía mesocortical, que proyecta 
desde el área tegmental al córtex prefrontal, y que se relaciona con funciones como la 
regulación de emociones y afectividad. De esta forma, la hipoestimulación de los receptores de 
dopamina D1 explicaría la sintomatología negativa y déficits cognitivos propios de la 
esquizofrenia (Cropley y cols., 2006). Este modelo describe de forma integrada la coexistencia 
de síntomas positivos y negativos pero, sin embargo, no da una respuesta al deterioro funcional 
o a las alteraciones estructurales en los cerebros de los enfermos. 
La alteración del sistema excitatorio de neurotransmisión del glutamato, y sobre todo 
del receptor de glutamato N-metil D-Aspartato (NMDA), constituye la hipótesis 
glutamatérgica, que ha cobrado mayor interés en los últimos años. Surgió tras el 
descubrimiento de que pacientes de esquizofrenia tenían niveles bajos de glutamato en fluido 
cerebroespinal (Kim y cols., 1980), y de que, bajo la acción de los antagonistas fenciclidina, 
Ketamina o MK-801, los receptores NMDA son hipofuncionantes, provocando la aparición de 
sintomatología positiva, negativa y cognitiva propia de la esquizofrenia (Olney y Farber, 1995). 
Esta hipótesis integraría, además, los posibles efectos de la desregulación dopaminérgica 
comentada anteriormente ya que la hipofunción del receptor NMDA en las proyecciones 
corticoencefálicas conllevaría una hipoactividad en la vía mesocortical dopaminérgica y una 
hiperactividad dopaminérgica mesolímbica, explicando de esta manera la aparición de síntomas 
negativos, afectivos y cognitivos, o síntomas psicóticos, respectivamente (Coyle y cols., 2006). 
Además, y contrariamente a lo ocurrido con la hipótesis dopaminérgica, la  hipofunción del 
receptor del glutamato NMDA provocaría una hiperexcitabilidad glutamatérgica y podría 
explicar el proceso de deterioro crónico, dada la neurotoxicidad inducida por el glutamato, y que 
muchos de los hallazgos genéticos más importantes implican a genes de esta vía (Carter, 2006). 
Sin embargo, este modelo no aclara por qué, a pesar de la ubicuidad de neuronas 
glutamatérgicas en el cerebro, la esquizofrenia no se encuentra asociada a un deterioro 
neurológico más generalizado (Crow, 1995). 
Pese a que las anteriores son las vías de mayor aceptación en relación a la esquizofrenia, 
hay evidencias importantes que apuntan a la implicación de otras vías de neurotransmisión. Una 




aminobutírico (GABA), principal inhibidor en el sistema nervioso central (SNC) en mamíferos, 
se ha visto implicado en esquizofrenia (Lewis y Hashimoto, 2007). Estudios post mortem en 
pacientes han encontrado niveles reducidos de neuronas gabaérgicas en córtex prefrontal, así 
como de la descarboxilasa del ácido glutámico, una enzima clave en el proceso de síntesis de 
GABA (Lewis y cols., 2005). 
La hipótesis serotoninérgica, por su parte, surgió con el estudio del mecanismo de 
actuación de los antipsicóticos de segunda generación como la clozapina, donde se observó que 
éstos interactuaban con los receptores de serotonina, al igual que ocurría con el ácido lisérgico y 
la psilobicina, agonistas del receptor de serotonina y causante de sintomatología positiva similar 
a la esquizofrénica (Geyer y Vollenweider, 2008). Los diversos estudios que implican a la 
serotonina destacan su rol en el neurodesarrollo, su interacción con el sistema dopaminérgico y 
los efectos de la serotonina en la corteza prefrontal a través de sus receptores 5HT2A (Kapur y 
Remington, 1996). 
 Por último, y aunque en menor grado de relevancia, también se ha barajado una posible 
hipótesis colinérgica, donde una hiperactividad de este sistema de neurotransmisión pudiera 
estar de la sintomatología negativa de la enfermedad (Tandon y Greden, 1989). De hecho, la 
administración de agonistas colinérgicos provoca un incremento de los síntomas negativos en 
pacientes con esquizofrenia y una aparición de estos síntomas en individuos sanos (Peralta y Cuesta, 
1995). 
 
1.1.6.2. Hipótesis inflamatoria 
 En los últimos quince años, ha ido ganando peso la hipótesis de la respuesta 
inflamatoria como un potente factor de riesgo en la enfermedad mental y, particularmente, en la 
esquizofrenia (Kirkpatrick y Miller, 2013; Miller y cols., 2013a). Numerosos estudios apoyan la 
idea de que una respuesta inmunológica o inflamatoria alterada, sobre todo en las etapas más 
tempranas de la vida, podría tener una fuerte influencia en el inicio y posterior desarrollo de la 
esquizofrenia y otros trastornos relacionados, explicando, en parte, la gran comorbilidad 
existente entre trastornos psiquiátricos y otras enfermedades donde el sistema inmune y la 
respuesta inflamatoria están directamente implicados como la diabetes, la intolerancia a la 
glucosa o la hipertensión (Bushe y Holt, 2004; Friedman y cols., 2010). 
 La inflamación es la respuesta defensiva del organismo a la lesión o infección y puede 
presentarse en forma de episodios agudos, caracterizados por acciones fisiológicas más 
agresivas y notorias como fiebre, calentamiento, dolor, sudoración, permeabilización de vasos 





silenciosa y latente, y característica de muchas patologías como Alzheimer, diabetes u obesidad 
crónica. Las citoquinas son elementos claves en este proceso. Consideradas las hormonas del 
sistema inmune, engloban proteínas de diferente naturaleza química (interferones, 
interleuquinas, factores de necrosis tumoral,...) y regulan el proceso de un modo pro-
inflamatorio (IL-1, IL-6, IL-8, TNFα o IFNγ) o antiinflamatorio (IL-1RA, IL-4 o IL-10), 
guardando un equilibrio entre ambas funciones para optimizar la respuesta. Secretadas en todo 
el organismo por diversos tipos celulares, son el principal vehículo de información entre el 
sistema inmune y el SNC en el cual su principal fuente son las células de la microglía. La 
activación de este tipo celular provoca la respuesta inflamatoria mediada por citoquinas que 
regulan el proceso inflamatorio y, en última instancia, tienen la capacidad de atravesar la barrera 
hematoencefálica, actuando también en el interior cerebral. Las hipótesis que vinculan la 
respuesta inflamatoria con la esquizofrenia se basan principalmente en los numerosos estudios 
que reportan alteraciones en la concentración de citoquinas en pacientes esquizofrénicos e 
individuos con síntomas prodrómicos. Estas observaciones, además, son extensibles a muchos 
otros trastornos neuropsiquiátricos, y parece una condición general de las enfermedades 
complejas que afectan al SNC. 
 La mayor evidencia de la implicación del sistema inmunitario en el desarrollo de la 
esquizofrenia procede de la exposición prenatal a la inflamación, principalmente vía materna. 
De esta forma, la inflamación podría ser un mediador de muchos factores de riesgo prenatales 
conocidos, como diabetes gestacional, estrés, depresión o preeclampsia (hipertensión inducida 
por el embarazo) (Miller y cols., 2013a), siendo esta última, de por sí, un factor de riesgo de 
aparición de esquizofrenia. En humanos, análisis serológicos de madres que dieron lugar a 
progenie con esquizofrenia y psicosis, recogidas durante el segundo trimestre del embarazo, 
revelaron una concentración significativamente alta de IL-8 (Brown y cols., 2004b) y de TNFα 
(Buka y cols., 2001), respectivamente. Además, otros estudios animales también sugieren que la 
inflamación durante períodos críticos del desarrollo neurológico puede provocar un aumento de 
la inflamación en los hijos adultos, mediante alteración de niveles de IL-1β, IL-1RA, IL-6 o IL-
10 (Boksa, 2010; Meyer y cols., 2009). En esta línea, otros estudios con tamaños muestrales 
más grandes demostraron un mayor riesgo a padecer psicosis en hijos cuyas madres habían 
sufrido algún tipo de infección (Zammit y cols., 2009) o que habían tomado medicación 
antiinflamatoria durante el embarazo (Sørensen y cols., 2004). Meyer, Feldon y Dammann 
(2011) proponen un interesante modelo en el cual esquizofrenia y autismo comparten un origen 
inflamatorio prenatal común, hasta que, llegado un punto del desarrollo, determinantes 
genéticos y ambientales dividen el destino de ambas enfermedades con una persistente o latente 




 Sin embargo, las evidencias inflamatorias no se limitan al estado prenatal. Individuos 
con esquizofrenia muestran niveles elevados de citoquinas proinflamatorias en sangre (Potvin y 
cols., 2008), hecho que ocurre, además, en pacientes en su primer episodio psicótico, lo cual 
descarta que el "perfil pro-inflamatorio" observado se deba al efecto de la medicación 
antipsicótica. Por otro lado, las concentraciones en sangre de algunas citoquinas y otros agentes 
inmunológicos podrían ser marcadores del estado de la enfermedad, como ocurre con el 
aumento de IL-6 o de linfocitos detectado en fases agudas de sintomatología psicótica y en 
recaídas (Miller y cols., 2013b). En otros hipotéticos marcadores de rasgo del trastorno, como el 
caso de IL-12 o TNFα, un aumento en la concentración de éstas se mantiene estable y se asocia 
a una mayor cronicidad en el trastorno (Miller y cols., 2011). Pese a que estos estudios 
relacionan la enfermedad con inflamación periférica, existen evidencias de que la alteración en 
niveles periféricos de citoquinas puede estar relacionada con otros trastornos que afectan al 
cerebro, tales como Alzheimer, deterioro cognitivo (Sardi y cols., 2011) o depresión (Dowlati y 
cols., 2010). Además, los niveles periféricos de citoquinas  interaccionan directamente con los 
sistemas dopaminérgico y serotoninérgico (Song y cols., 1999) e indirectamente con el sistema 
glutamatérgico, mediante la inducción de la degradación de triptófano en ácido quinurénico, 
antagonista del receptor NMDA (Müller y Schwartz, 2008). Estos hallazgos, a la vez, 
proporcionan un interesante vínculo entre las hipótesis neuroquímicas anteriormente descritas, 
que implican alteraciones en los sistemas de neurotransmisores, y los niveles anómalos de 
citoquinas, producto de respuestas inflamatorias alteradas muy probablemente debido a factores 
de origen prenatal. 
 Aunque en menor número y debido a una mayor complicación metodológica, otros 
estudios también han encontrado niveles anormales de varios parámetros de respuesta 
inflamatoria en el SNC en esquizofrenia, como citoquinas y leucocitos en fluido cerebroespinal 
(Ganguli y Gubbi, 1997; Nikkilä y  cols., 2001), linfocitos y activación de microglía (Busse y 
cols., 2012) o elevados niveles de estrés oxidativo (Do y cols., 2010). 
 Recientemente, Bloomfield y cols. (2015) publicaron un novedoso estudio en el cual 
demostraban la activación de microglía in vivo en individuos esquizofrénicos, individuos de alto 
riesgo a sufrir esquizofrenia y controles, mediante tomografía de emisión de positrones. La 
comparativa de los grupos tras corregir por los posibles factores de confusión reveló un 
aumento significativo de la actividad en aquellos individuos de alto riesgo comparable a los 
esquizofrénicos y perfectamente distinguible de los controles, lo cual podría tener muchas 
implicaciones en acciones de prevención y/o diagnóstico en la práctica clínica en un futuro 
cercano. Este hallazgo se suma a los otros estudios previos donde también se encontraron 






Como consecuencia de esta respuesta inmune, podría explicarse el incremento en el 
estrés oxidativo, entendido como la acumulación de especies de oxigeno reactivas, y que ya ha 
sido reportado en varios estudios (Bitanihirwe  y Woo, 2011; Prabakaran y cols., 2004; Wang y 
cols., 2009a), donde se observa una reducción en los procesos antioxidantes o aumento de los 
oxidantes, con el consiguiente daño neuronal que estas especies con radicales libres, y por ello 
muy reactivas, podrían provocar.  
Además, desde el punto de vista genético, todo apunta a que una disfunción en genes 
asociados a la respuesta inmune y al proceso inflamatorio estaría directamente implicada en el 
desarrollo de esquizofrenia. En un estudio Finés, se observó que la prevalencia de infecciones 
en el tracto urinario es cinco veces mayor en aquellas mujeres embarazadas con historial 
familiar de psicosis (Clarke y cols., 2009). Evidencias moleculares preliminares en estudios de 
asociación o de pathways sugieren una implicación del sistema inmune en la enfermedad (Paul-
Samojedny y cols., 2010, Hsu y cols., 2009). Otros estudios revelan, además, interacciones 
significativas entre genes candidatos conocidos y otras proteínas de respuesta inflamatoria, 
como es el caso de polimorfismos en NRG1 y la interleuquina IL-1 (Hänninen y cols., 2007) o 
la interacción entre DTNBP1 y IL-3 (Edwards y cols., 2008), y que variantes en genes de 
respuesta inmune también se asocian a alteraciones morfológicas propias del trastorno (Papiol y 
cols., 2005). Sin embargo, la principal evidencia es que la asociación genética más significativa 
en estudios de asociación de genoma completo (GWAS) implica a proteínas de las clase I del 
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Purcell y cols., 2009; Schizophrenia Working 
Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014; Shi y cols., 2009; Stefansson y cols., 
2009), tal y como se desarrolla en mayor profundidad en siguientes apartados. A nivel de 
expresión, también se vieron niveles aumentados de ARN mensajero en pacientes 
esquizofrénicos (Saetre y cols., 2007). No obstante, dado el alto grado de desequilibrio de 
ligamiento (DL) en la región del MHC, y la existencia de genes no implicados en inmunidad en 
ella, no se puede descartar que estas asociaciones sean indirectas, y la causalidad implique 
realmente a otros genes. 
 
1.1.6.3. Hipótesis del neurodesarrollo. 
La hipótesis del neurodesarrollo como modelo explicativo de la esquizofrenia fue 
propuesto en primer lugar hace ya treinta años aproximadamente (Weinberger, 1986; Murray y 
Lewis, 1987). La idea principal que postulaba esta teoría era que la esquizofrenia, pese a 
manifestarse clínicamente en la edad adulta, debía su origen a perturbaciones ocurridas durante 
el desarrollo del sistema nervioso y el cerebro. Posteriormente, diversas evidencias como las 




alteraciones cognitivas y motoras en individuos en los que posteriormente se observó el 
desarrollo de la enfermedad, dieron consistencia y credibilidad a este modelo. Otros trabajos 
demostraron que lesiones en primates neonatos podían acarrear desórdenes en el 
comportamiento análogos a los observados en esquizofrenia (Owen y cols., 2011; Rapoport y 
cols., 2012). 
Durante la fase de neurodesarrollo temprano, acontecimientos ambientales o 
genéticos (como deleciones o duplicaciones de material genético) que tienen repercusión en 
procesos como la neurogénesis, proliferación, diferenciación o migración neuronal provocan 
alteraciones en la maduración del cerebro y su capacidad para interactuar con el entorno y su 
respuesta a factores de estrés ambiental posteriores (Ashe y cols., 2001), dando lugar a la 
eclosión de la enfermedad en un punto determinado de la adolescencia o adultez, con un posible 
factor desencadenante, pero con el trasfondo de neurodesarrollo como elemento de 
predisposición más determinante. Estos cambios serían claves en los procesos de maduración 
cerebral, sobretodo en áreas corticales (más implicadas en la esquizofrenia tal y como se ha 
visto anteriormente). De esta forma, la disfunción en la respuesta cerebral a situaciones de estrés 
se plasmaría en una hipersensibilidad a las mismas y en consecuencia, en una mayor 
susceptibilidad a sufrir sintomatología psicótica ante determinados estímulos, actuando como 
―puntos gatillo‖ que dispararían la aparición de la enfermedad  (Lewis y Levitt, 2002).  
No obstante, la aparición tardía de la enfermedad en contraste con las evidencias que 
vinculan la enfermedad a acontecimientos del desarrollo temprano del cerebro también podrían 
deberse a otros procesos del neurodesarrollo tardío ocurridos durante la adolescencia, como la 
mielinización, poda sináptica (para especializar funciones neuronales concretas) o apoptosis 
neuronal. De esta forma, muchos autores defienden que el origen de la enfermedad reside 
principalmente en las alteraciones neuroquímicas ocurridas durante estas etapas tardías, 
coincidentes con la aparición de la enfermedad. Sin embargo, a día de hoy existen muchas 
evidencias, tanto genéticas como ambientales, que demuestran que alteraciones en el 
neurodesarrollo temprano, como mínimo, contribuyen notablemente a la probabilidad de sufrir 
esquizofrenia (Rapoport y cols., 2012). 
La explicación de la hipótesis del neurodesarrollo genera, además, un modelo que 
englobaría los rasgos fenotípicos encontrados y replicados en el estudio de la esquizofrenia, 
tanto anatómicos como neuroquímicos y funcionales. En particular, las alteraciones del sistema 
inmune y la respuesta inflamatoria, anteriormente descritas, tienen una mayor relevancia 
durante las etapas iniciales de neurodesarrollo, mucho antes de la aparición de las primeras 





durante el embarazo o la asociación de la enfermedad con variaciones genéticas que puedan 
afectar a la regulación de genes expresados particularmente en etapas tempranas del desarrollo. 
 
1.1.6.4. Modelo etiológico mixto. 
La explicación etiológica más plausible, sin embargo, es que los diferentes modelos e 
hipótesis sean observaciones de la enfermedad desde distintos ángulos y perspectivas y que, al 
fin y al cabo, puedan integrarse en un todo común. Ante una enfermedad compleja como la 
esquizofrenia, donde muchos factores de predisposición variados e interrelacionados puedan 
cooperar para dar lugar al desarrollo de la misma, no es nada desdeñable la idea de que todas 
esas hipótesis, o la mayoría, sean ciertas de algún modo. Keshavan y cols. (2011) recogieron las 
evidencias neuroquímicas y fisiopatológicas más importantes de la esquizofrenia y su 
heterogéneo cuadro sintomatológico en un gráfico con forma de elefante, aludiendo a la 
parábola de origen hindú de Los ciegos y el elefante. En ella, un grupo de ciegos palpa el cuerpo 
del elefante (la realidad) para ver cómo es, y al comparar sus observaciones comprueban que 
son diferentes y que tienen una visión distinta de la realidad cuando la están observando desde 
distintos puntos de vista. La visión más verosímil de la esquizofrenia podría requerir relacionar 
las observaciones recopiladas estos años en un modelo de ―realidad‖ semejante, y el trabajo de 
investigación futuro necesitar centrarse en la búsqueda de esos vínculos entre ellas (figura 1.3).  
Bajo esta visión global, tendrían cabida varios modelos interrelacionados. Variantes genéticas y 
factores de predisposición ambiental se relacionan fuertemente con la hipofunción del receptor 
glutamatérgico NMDA, el cual, mediante la inducción de una disfunción gabaérgica, puede 
provocar una hiperexcitación del sistema glutamatérgico, cuya excitotoxicidad ya se ha 
postulado como un factor a tener en cuenta en el declive degenerativo y cognitivo de la 
enfermedad. En esto también influiría la interacción de los mediadores de la respuesta 
inflamatoria, como citoquinas o interleuquinas, con estos receptores (Müller y Schwartz, 2008). 
A su vez, la disfunción glutamatérgica estaría detrás de las alteraciones en las vías 
dopaminérgicas y de la reducción en la plasticidad neuronal (Insel, 2010). Numerosos estudios 
recientes apuntan a que factores ambientales podrían estar contribuyendo al fenotipo 
esquizofrénico a través de la regulación de la expresión génica, esto es, mediante mecanismo 
epigenéticos. Debido a la limitación metodológica, sin embargo, esto no ha podido confirmarse. 
En global, toda esta amalgama de interacciones genéticas y ambientales, vía 
epigenética, que provocan alteraciones inmunológicas y neuroquímicas durante el 





Figura 1. 3. Diagrama de la etiopatogenia de esquizofrenia, mostrando las posibles conexiones entre modelos 
propuestos. Figura adaptada de Keshavan y cols. (2011). 
 
 
No obstante, y aunque es muy probable que este sea el escenario real, todavía queda por 
dilucidar si estamos ante un gran elefante, varios elefantes o una habitación con muchos 
animales variados. Sea como fuere, lo que parece casi irrefutable es que la genética está detrás 
del desarrollo de la esquizofrenia como principal factor de predisposición, tal y como 
demuestran los estudios de heredabilidad, y que la sitúan como una enfermedad común 
eminentemente genética (apartado 1.2). Por tanto, el estudio de la genética de la esquizofrenia 
es una condición necesaria para poder dibujar la ilustración más adecuada que refleje la 
naturaleza de la enfermedad en profundidad.  
 
1.2. GENÉTICA DE LA ESQUIZOFRENIA 
 Dada la heterogeneidad fenotípica de la esquizofrenia, tal y como se ha descrito en el 
anterior apartado, es una cuestión de vital importancia para la investigación de la enfermedad el 
conocer la etiología del fenotipo y poder aplicar las medidas preventivas pertinentes. En 





la causalidad genética a la ambiental, respectivamente. Hay que recordar que el fenotipo de un 
trastorno, bien sea complejo o simple, es el resultado de la interacción del genotipo y el 
ambiente. Es la expresión de los genes en los distintos tejidos del organismo a lo largo de su 
vida lo que determina el fenotipo observado, y esa expresión génica se encuentra condicionada 
por la acción del entorno sobre dicho organismo. De esta forma, el fenotipo observado no es una 
correspondencia unívoca del genotipo, sino que existe un rango fenotípico denominado norma 
de reacción, más o menos amplio en función de la contribución del entorno, asociado a un 
determinado genotipo (Stearns, 1992). En las enfermedades complejas como la esquizofrenia, 
donde muchos factores genéticos y ambientales determinan su aparición, el escenario alcanza 
una complejidad mucho mayor. Por ello, desentrañar la contribución relativa de la genética y el 
ambiente en el desarrollo de un trastorno como la esquizofrenia no es tarea fácil.  
 Sin embargo, gracias al intensivo estudio en familias y al avance de nuevos métodos al 
respecto, se ha demostrado que la esquizofrenia es una de las enfermedades con una mayor 
contribución de la genética en el fenotipo, lo cual ha justificado su estudio a lo largo de las 
últimas décadas y nos ha permitido gozar de una perspectiva aceptable acerca de la etiología 
genética de la enfermedad, algo que era impensable hace unos pocos años. 
 
1.2.1. Epidemiología genética. Heredabilidad de la esquizofrenia 
Las primeras evidencias acerca del importante papel de la genética en la esquizofrenia 
surgieron mediante los estudios familiares. Los miembros de una misma familia muestran una 
semejanza en su genoma que puede predecirse en función de dicho grado de parentesco. Por 
ejemplo, las parejas de hermanos de mismos padres comparten un 50% de su genoma, mientras 
que los nietos-abuelos un 25%. De este modo, se pueden organizar en diferentes grados de 
parentesco a los que se les espera un porcentaje determinado de compartición fenotípica en 
función de la compartición genética. Si un trastorno complejo tiene base genética debe mostrar 
un riesgo mayor en familiares de individuos afectados, y en un grado en función del parentesco, 
que en la población general. El riesgo a padecer esquizofrenia en los miembros familiares de un 
individuo afecto se encuentra claramente correlacionado con el grado de parentesco del mismo 
(Figura 1.4). Además, también ponen de manifiesto la existencia de comorbilidad con otros 
trastornos psiquiátricos (Riley y Kendler, 2006), de modo que es más frecuente la aparición de 
individuos con trastorno bipolar o autismo en familias en las que un miembro padece 
esquizofrenia. 
La mayor evidencia del peso de la genética en familias la constituyen los estudios de 
gemelos. En este sentido, los gemelos dicigóticos (DC), que comparten el 50% de los genes, y 




variación fenotípica solo puede ser debida al ambiente, presentan un riesgo a padecer 
esquizofrenia que se eleva a un 17% y a un 46 - 50 % (Cardno y Gottesman, 2000; Allan y cols., 
2009), respectivamente. En comparación, el resto de familiares de primer grado  presentan un 
riesgo medio aproximado de 11%, con una concordancia genética del 50%, y los de segundo 
grado de un 4% con un 25% de la variabilidad genética compartida. 
 
Figura 1. 4. Representación de los porcentajes de riesgo de padecer esquizofrenia frente al grado de 
parentesco. Figura adaptada de Gottesman (1991). 
 
 
Los datos ofrecidos por Gottesman (1991) revelan, más allá de la innegable 
contribución genética, algunos aspectos importantes a considerar. En ellos se observa que  
existen claras diferencias entre el grado de parentesco y el riesgo a padecer esquizofrenia, 
quedando patente que no hay una distribución homogénea al respecto. Un caso muy ilustrativo 
es la comparación de gemelos DC y hermanos. Ambos comparten un 50% de su variabilidad 
genética, pero el riesgo a padecer esquizofrenia cuando su relativo padece esquizofrenia es de 
un 17% y 9%, respectivamente, lo cual pone de manifiesto la vital importancia del ambiente 
compartido durante el desarrollo y, en este caso, también el entorno prenatal (Lewis & Levitt, 
2002; van Os, 2010). Es por ello que una concordancia superior en gemelos MC que en DC no 
demuestra la cuantía del efecto genético. El quela familia proporcione a cada generación tanto 
sus genes como su ambiente, sigue siendo una traba metodológica. Muchos caracteres se 
presentan en familias a causa del ambiente familiar compartido. Esto tiene una relevancia 





dependen sobremanera de la crianza en la infancia. No tener en cuenta el ambiente familiar 
compartido a la hora de demostrar la base genética de una enfermedad sería un grave error, por 
lo que se requiere algo más que una mera tendencia familiar para probar la base genética de los 
trastornos no mendelianos. 
Una manera de soslayar esos inconvenientes serían los estudios de adopción. De esta 
manera, se pueden comparar los resultados de incidencia de enfermedad en parientes biológicos 
criados en diferentes sitios por adopción con el riesgo de recurrencia en un grupo control de 
familias no adoptadas. Un ejemplo es el realizado por Tienari y cols. (1994), en el que se 
demostraba que la agregación familiar de la esquizofrenia existía principalmente por la 
compartición genética y no por el ambiente compartido. El experimento ideal consistiría en 
gemelos MC que se separan al nacer y se crían en ambientes separados. De este modo, sí se 
podrían escindir al máximo las causas genéticas de las ambientales. En este sentido, los casos 
recogidos desde hace ya décadas también revelaron que los gemelos MC separados al nacer y 
criados en ambientes adoptivos diferentes siguen manteniendo el riesgo (Gottesman y Shields, 
1982).  Pese a las complicaciones metodológicas, los estudios de adopción en esquizofrenia han 
establecido y confirmado el importante papel de los factores genéticos en la etiología de este 
trastorno (Prescott y Gottesman, 1993; Ingraham y Kety, 2000). 
Gracias a estos estudios, se ha podido llegar a cuantificar la importancia de la genética 
en el desarrollo de la esquizofrenia. A partir del grado de concordancia fenotípica observada y 
esperada en función del grado de parentesco y la corrección con los estudios de adopción se 
puede estimar la heredabilidad, que se define como el porcentaje de varianza fenotípica 
atribuible a la varianza genética. 
La heredabilidad es, por tanto, un concepto estadístico característico de cada población 
en la cual se hayan estimado las varianzas ambientales y genéticas que conforman la varianza 
fenotípica. Los factores ambientales y genéticos que contribuyen al fenotipo pueden variar de 
una población a otra, lo cual impide, teóricamente, extrapolar un valor de una población a otra, 
aunque sea sorprendente el grado de concordancia en distintas poblaciones que existe en este 
parámetro cuando se estudian enfermedades complejas. Por otro lado, este valor no tiene por 
qué ser constante a lo largo del tiempo en tanto que los factores ambientales pueden cambiar y 
también, por tanto, la contribución relativa de la varianza genética a la varianza fenotípica total 
(Wray y Visscher, 2008). 
Recientemente, también se ha propuesto la estimación de la heredabilidad mediante el 
análisis de la variación de la herencia genética por identidad por descendencia en vez de las 
correlaciones fenotípicas en familiares (Visscher  y cols., 2006). En el caso de hermanos, la 




cual quiere decir que la identidad oscilará entre un 40 y un 60% aproximadamente). Utilizando 
marcadores genéticos se puede determinar si la concordancia genotípica entre hermanos se 
correlaciona con la identidad, caso en el cual se demostraría la relevancia de la genética en el 
fenotipo observado. 
Desde un punto de vista matemático, la heredabilidad en sentido amplio (H
2
) se 
describe como la varianza genética (VG), dividida entre la varianza fenotípica (VP), tal y como 
se muestra en la fórmula siguiente (Byers, 2008). 
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La varianza genética la constituye el sumatorio de varianza aditiva (VAd), varianza de 
dominancia (VD) y varianza por epistasis (VE). La primera se refiere a la desviación fenotípica 
resultado de la presencia de unos alelos u otros en los individuos de la población. La segunda 
describe la posible relación de dominancia entre alelos del mismo locus, de forma que en un 
caso de VD = 0, habría codominancia entre ambos. Finalmente, la tercera se refiere a la 
interacción entre alelos de distintos loci (epistasis), pudiéndose desglosar a su vez las 
interacciones debidas a dos o más loci.  No obstante, hay numerosas evidencias de que VAd es la 
principal contribución a la varianza genética (Hill y cols., 2008), siendo mucho mayor que la 
relativa a dominancia o epistasis, por lo que una aproximación más utilizada para el cálculo de 
la heredabilidad en sentido estricto (h
2
) es el que utiliza los factores aditivos como varianza 
genética.  
La varianza ambiental (VA) la componen la varianza específica de individuo (VAesp), que 
explica la variación residual por factores ambientales individuales (se correspondería con el 
ruido de fondo), la varianza ambiental general (VAgen), que se refiere a la varianza fenotípica 
debida a condiciones ambientales que afectan a la población en general y es la principal 
contribución, y la varianza de interacción del genotipo con el fenotipo (VGxE), que explica la 
diferente respuesta al ambiente en función del genotipo de cada individuo (Interacción gen – 
ambiente). En este sentido, es importante resaltar que la contribución de factores ambientales 
que interactúan con el material genético durante el desarrollo, sin provocar un cambio en la 
secuencia de pares de bases nitrogenadas mediante mecanismos epigenéticos como la 
acetilación o metilación de histonas y de ADN, y con la consecuente alteración de la varianza 





En esquizofrenia, la heredabilidad estimada gracias a todos estos estudios comentados 
oscila entre un 64% (Lichtenstein y cols., 2009) y un 80% (Sullivan y cols., 2003). Tal y como 
se señalaba anteriormente, la heredabilidad es un parámetro poblacional, así que variaciones en 
estimaciones sobre poblaciones diferentes pueden variar por las varianzas ambientales y 
genéticas que actúen sobre ellas. Además, es necesario señalar que la estimación de la 
heredabilidad en humanos, dada la complejidad fenotípica de la enfermedad estudiada y la 
dificultad metodológica en comparación con organismos de experimentación, está sujeta a un 
error considerable que podría explicar estas diferencias. En cualquier caso, hablamos de una 
heredabilidad muy alta donde el papel de la genética es clave en el desarrollo de la enfermedad, 
lo que además sitúa a la esquizofrenia como una de las enfermedades complejas más genéticas 
que existen. Dada la prevalencia aproximada del 0,5% y la heredabilidad en torno al 64-80%, la 
proporción de casos esporádicos (más de un 83%) es superior a la de casos con algún familiar 
afectado, lo que en principio podría resultar sorprendente (Yang y cols., 2010), pero refleja la 
complejidad de una enfermedad compleja de naturaleza poligénica. 
 
1.2.2. Estudios genéticos en esquizofrenia 
 Una vez demostrado el papel fundamental de la genética en el desarrollo de la 
esquizofrenia, el siguiente paso para conocer la naturaleza de la enfermedad es el de conocer 
qué variantes genéticas son las responsables, en mayor o menor medida, de la aparición del 
fenotipo esquizofrénico. Dado que un 99,9% del material genético es compartido, la respuesta 
debería encontrarse en el 0,1% que nos distingue genéticamente y nos hace más o menos 
susceptibles a padecer esquizofrenia (International HapMap Consortium, 2005).  
 Sin embargo, la alta heredabilidad demostrada en los numerosos estudios en familias no 
ha servido para explicar dos factores muy importantes. En primer lugar, no se ha demostrado la 
existencia de un patrón de herencia. La conclusión a la que se ha llegado es que la esquizofrenia 
es una enfermedad multifactorial, con muchos factores genéticos y ambientales responsables de 
su aparición, y compleja, donde el patrón de herencia no sigue ningún modelo conocido. Esto es 
también similar en el caso de otros trastornos psiquiátricos (O‘Donovan y cols., 2009). 
 En segundo lugar, otra característica no explicada y sujeta a debate es su elevada 
prevalencia en la población (Messias y cols., 2007), mucho mayor que en cualquier enfermedad 
monogénica, y que, además, se asocia a una muy significativa reducción del éxito reproductivo 
(Bundy y cols., 2011).Estos dos aspectos son el origen de las hipótesis sobre la que se sustentan 




 En este sentido, son dos las principales hipótesis acerca de la naturaleza genética de la 
esquizofrenia que se han propuesto para tratar de explicar la elevada prevalencia y herencia 
compleja. Por un lado, muchos autores creen que la alta frecuencia de la enfermedad en la 
población se debe a que son muchas variantes genéticas comunes y de efecto menor las 
responsables, en su conjunto, de la aparición del trastorno (Lander, 1996). Bajo esta hipótesis, la 
ausencia de un patrón de herencia determinado se explicaría por el hecho de que las variantes 
genéticas que producen riesgo de padecer la enfermedad estarían ampliamente distribuidas por 
la población y la susceptibilidad sería resultado de su efecto conjunto e interacción entre ellas. 
Por otro lado, otros autores defienden que la alta prevalencia de la esquizofrenia en la población 
se debe principalmente a la aparición de variantes raras de susceptibilidad que, por su efecto 
deletéreo, no alcanzan una frecuencia elevada en la población pero no se llegan a eliminar 
completamente, segregando a baja frecuencia (Manolio, 2009). 
 No obstante, el actual debate que contrapone el modelo de enfermedad común - 
variante común al de enfermedad común - variante rara es la consecuencia de los resultados 
obtenidos en los diferentes estudios que pudieron llevarse a cabo a lo largo de los últimos años. 
Es importante resaltar que, en este sentido, el desarrollo tecnológico siempre ha sido el factor 
limitante para la obtención de resultados que, en última instancia, han permitido generar nuevas 
hipótesis a raíz del éxito o fracaso de los mimos. La aparición y mejora técnica de las distintas 
plataformas tecnológicas, así como la finalización de proyectos masivos como el Proyecto 
Genoma Humano (PGH), que dio lugar al conocimiento al completo de la secuencia del genoma 
humano (Lander y cols., 2001; Venter y cols., 2001), han ido permitiendo abordar el estudio de 
la genética de la esquizofrenia desde una óptica cada vez más ambiciosa. 
 
1.2.2.1. Estudios de ligamiento 
Los estudios de ligamiento fueron los primeros métodos utilizados para tratar de 
identificar variantes de susceptibilidad a esquizofrenia. Risch y cols (1990) consiguieron, 
mucho antes del desarrollo del PGH, identificar regiones genómicas de susceptibilidad a 
esquizofrenia mediante esta metodología. 
La metodología consiste en el estudio de marcadores genéticos, elemento genético  con 
una ubicación física identificable (locus) y cuya herencia  se puede rastrear, en varias familias 
con varios sujetos afectos (al menos 2) mediante la caracterización genotípica y fenotípica de 
individuos de varias generaciones de dichas familias. La distribución de estos marcadores 
genéticos a lo largo de todo el genoma permite conocer si cosegregan conjuntamente con la 





pistas acerca del número de loci implicados y de su localización. Los genes implicados se 
transmitirían junto con los marcadores encontrados, en función de ligamiento existente entre 
ambos (que, a su vez, depende de la frecuencia de recombinación), de modo que un mismo 
locus podría ser una región larga que albergase varios genes. 
 El estadístico utilizado para evaluar la existencia de ligamiento es el LOD score o 
puntuación LOD (Z). Se trata de un estimador que nos permite detectar ligamiento al estimar la 
frecuencia de recombinación más probable entre genes en la especie humana. Se calcula como 
el logaritmo de la razón entre la probabilidad de la descendencia dada la existencia de 
ligamiento con frecuencia de recombinación ϴ respecto al caso sin ligamiento.  
 
Z = log10
Probabilidad  de  un  genotipo  a una  determinada  frecuencia  de  recombinaci ón ϴ
Probabilidad  del  mismo  genotipo  suponiendo  segregaci ón independiente (ϴ=0,5)
 
 
Dada su escala logarítmica es factible sumar los diferentes valores de Z obtenidos para 
diferentes familias (asumiendo el mismo modelo genético), y así evitar los problemas derivados 
de la escasa potencia estadística de considerar la descendencia de una sola familia. Lo que 
interesa es el valor del parámetro ϴ que maximiza Z. Usualmente, se aceptan como evidencia de 
ligamiento  valores de Z ≥ 3, y valores de Z< -2, que representarían un ligamiento negativo.  
Hay que tener en cuenta que para la mayoría de las estadísticas se utiliza el umbral p < 0.05, 
pero se es tan estricto (1000:1  razones de probabilidades) por la improbabilidad de que dos 
locus, elegidos al azar, deban enlazarse y segregar ligados. La fracción de recombinación más 
probable sería aquella en la que la calificación lod es más alta. 
Cuando diversos marcadores de una región candidata muestran ligamiento con la 
enfermedad, puede ser posible determinar la fase de ligamiento para aquel segmento 
cromosómico. Estas particulares combinaciones cromosómicas de alelos se conocen como 
haplotipos, y pueden verse como unidades de transmisión similar a un alelo ya que existen 
como tales por la ausencia de recombinación en ellas. Por tanto, llega a ser posible trazar 
regiones cromosómicas a través de linajes sin perder sus identidades.  
Los estudios de ligamiento presentan varias ventajas a tener en cuenta. Se trata de 
estudios generadores de hipótesis en tanto que no es necesario un conocimiento a priori de qué 
regiones o genes están potencialmente involucrados, sin caer en el sesgo de estudiar solo 
determinadas regiones por hipótesis previas. Así, aunque se desconozcan los procesos 
fisiopatológicos que generan una enfermedad, se pueden usar para determinar la localización de 




medida, obviamente, del número de marcadores utilizados y de que todos ellos cubran la mayor 
parte de los haplotipos a lo largo del genoma, algo que con el desarrollo del proyecto genoma 
humano y del proyecto HapMap (International HapMap Consortium, 2005), proyecto 
internacional creado para desarrollar un mapa de haplotipos del genoma humano, se hizo 
posible. Por otra parte, es un estudio muy adecuado cuando existe heterogeneidad alélica, esto 
es, la presencia de múltiples variantes dentro de una región de susceptibilidad (como podría ser 
un gen), sin tener porque ser la causa de esa susceptibilidad una variante en particular. 
En esquizofrenia, esta estrategia condujo a la identificación de varios loci asociados al 
trastorno en familias concretas (Pulver y cols., 1994; Straub y cols., 1995; Wang y cols., 1995; 
Blouin y cols., 1998; Kendler y cols., 2000; Basset y cols., 2000; Gurlingy cols., 2001; 
Stefanssony cols., 2002; MacIntyre y cols., 2003). Un estudio de ligamiento de gran relevancia 
en esquizofrenia es el de Millar y cols. (2000), en el que se descubrió una traslocación 
balanceada del gen DISC1 que confería susceptibilidad a esquizofrenia en una familia escocesa 
(Figura 1.5). Además, poco más tarde quedó constatado que en la misma familia aparecían 
diversos síndromes psiquiátricos ligados a los portadores de la traslocación (Blackwood y cols., 
2001), lo que demuestra la utilidad de estos estudios como generadores de posibles genes 
candidatos. 
Sin embargo, pese a los numerosos resultados obtenidos, no fue posible replicarla 
mayoría de ellos en familias distintas a las de los estudios originales. Esta falta de 
reproducibilidad pone de manifiesto la heterogeneidad de locus, es decir, la existencia de 
varias regiones implicadas en el trastorno que  podrían segregar diferentemente en las distintas 
familias. Esta es, de hecho, una de las desventajas de esta técnica. Cuando varios loci están 
implicados, no se tiene potencia estadística suficiente para la detección de las señales de 
ligamiento. Otros factores limitantes asociados con la escasa potencia del método serían las 
familias con bajo número de miembros estudiados, la mala caracterización fenotípica y la 
presencia de variantes de baja penetrancia. 
Un método habitualmente empleado para conseguir una mayor potencia estadística y 
controlar determinados sesgos es la combinación de varios estudios en uno sólo, lo que se 
conoce como metaanálisis, y en el cual el tamaño muestral es el resultado de la combinación de 
los originales. La ventaja principal es que se pueden detectar señales de ligamiento más débiles 
que en familias individuales que son comunes al conjunto de cohortes que integran el  
metaanálisis, pero debilitan aquellas características propias de familias particulares. Por ello, 
variantes como la traslocación t(1;11) en DISC1 (Blackwood y cols., 2001) no serían 
significativas en un metaanálisis, ya que tal variante es específica de una familia concreta. En 





2003; Ng y cols., 2009), y el más reciente, que engloba 3255 familias, detectó señales de 
ligamiento significativas en las regiones 1p, 2q, 3p, 5q, 6p, 8p, 10q y 16p (Ng y cols., 2009), 
que se detallan en la tabla 1.2. 
 
Figura 1. 5. Árbol genealógico de la familia escocesa en la que se descubrió la traslocación cromosómica t(1;11) 




 Las señales de ligamiento detectadas corresponden a loci que engloban varios genes y 
cuya señal hay que rastrear para dar lugar con el gen o genes de interés, en donde puede existir 
una variante o pocas de alto efecto o varias de efecto menor pero que se agrupan en el mismo 
haplotipo y cosegregan con la enfermedad, conformando la misma señal de ligamiento. 
Mediante técnicas de mapeo fino de las regiones más prometedoras se ha destacado la 
implicación de genes como COMT, PRODH2 y ZDHHC8 en la región 22q, NRG1 y PPP3CC 
en 8p21-p22, DTNBP1 en 6p24–p22, DAAO en 13q14–q32, DISC1 en 1q42 o TRAR4 en 
6q21.q22 (Riley y Kendler, 2006; Owen y cols., 2005a). Muchos de estos genes también se han 
visto implicados en estudios de asociación o relacionados con otros genes asociados a 
esquizofrenia, y en muchos casos las señales de ligamiento se observan igualmente en estudios 
de otros trastornos psiquiátricos, sugiriendo una naturaleza genética compartida, al menos en 
cierto grado (Blackwood y cols., 2001). Una conclusión que se obtiene de la baja intensidad y la 




modelo es una enfermedad multifactorial compleja, con muchos loci de susceptibilidad y donde 
no se observan en ninguna familia formas de herencia mendeliana. 
 
Tabla 1. 2. Localización y significación de los principales loci ligados a esquizofrenia en metaanálisis (Ng y 
cols., 2009). CAUC representa estudios sólo en población caucásica y ALL en todas las poblaciones. 
Cromosoma Localización  (Mb) Valor P  
1p32.2-31.1 57.3-84.6 0.027 (ALL) 
1p13.2-q23.3 114.6-162.1 0.008 (ALL) 
2q12.1-21.2 103.3-134.0 0.0076 (ALL) 
2q21.2-31.1 134.0-169.9 0.024 (ALL) 
2q33.3-36.3 206.3-228.3 0.009 (ALL), 0.010 (CAUC) 
3p14.1-q13.32 71.6-120.2 0.041 (ALL), 0.044 (CAUC) 
5q31.3-35.1 141.8-167.7 0.0046 (ALL), 0.017 (CAUC) 
5q35.1-35.3 167.7-180.4 0.028 (ALL) 
6p21.31-12.1 33.9-56.6 0.044 (CAUC) 
8p22-12 15.7-32.7 0.031 (ALL), 0.0006 (CAUC) 
10q26.12-26.3 123.1-135.1 0.035 (ALL) 
16p13.12-q12.2 13.2-51.5 0.018 (CAUC) 
     
 
1.2.2.2. Estudios de asociación en genes candidatos 
 Los estudios de asociación pueden representar una estrategia de búsqueda más directa y 
potente que los análisis de ligamiento. A diferencia de los últimos, estos estudios se 
fundamentan básicamente en la existencia de una simple asociación, sin la necesidad de 
conocer la segregación de variantes con la enfermedad. El término asociación no es, en ningún 
caso, privativo de la genética, sino que hace referencia a una afirmación estadística respecto a la 
coocurrencia de alelos o fenotipos. El planteamiento consiste en establecer dos poblaciones 
(población de casos y de controles) y determinar las frecuencias alélicas y genotípicas de 
variantes seleccionadas para el estudio, de modo que la desviación en la distribución de 
frecuencias de la población de casos respecto a la de controles permita conocer el riesgo o 
protección que confieren esos alelos o genotipos para la aparición de la enfermedad.  
Esta asociación debe ser cuantificable mediante alguna magnitud que nos informe de 
cuán asociado está, por ejemplo, un alelo a una enfermedad determinada, y de igual modo, si la 
asociación es estadísticamente significativa. Para ello, la magnitud que se suele utilizar es el 





Odds ratio = 
Casos  portadores  del  alelo  A
Casos  no  portadores  del  alelo  A
Controles  portadores  del  alelo  A
Controles  no  portadores  del  alelo  A
 
 De este modo, a medida que el valor de OR se aleja de la unidad, el alelo A estaría 
confiriendo riesgo (OR > 1) o protección (OR < 1) a padecer la enfermedad. Este valor es, a su 
vez, una representación de la probabilidad de que el evento "alelo A" esté presente en el grupo 





 Un OR de 1 representaría una misma probabilidad de encontrar el alelo A en casos o en 
controles, y un OR de 2 equivaldría a una probabilidad del 66,7% de que dado un alelo A, éste 
se halle en un caso. No obstante, el valor de OR no nos da una idea de la significación 
estadística de tal asociación, ya que factores como los tamaños de muestras de enfermos y sanos 
influyen en ella. Por eso, Para determinar si la frecuencia del alelo analizado es 
significativamente diferente entre ambos grupos se emplea una prueba estadística, 
habitualmente la prueba Chi-cuadrado (χ
2
) o la regresión logística. En estas pruebas, la 
hipótesis nula es la igualdad de frecuencias y que las diferencias encontradas son debidas al 
error aleatorio inherente a la distribución. La hipótesis alternativa sería la existencia de 
asociación ya que las diferencias encontradas no se pueden explicar por azar para un nivel de 
significación determinado (α). El valor de α habitualmente empleado es 0,05, lo cual quiere 
decir que si un contraste de hipótesis por una prueba como la χ
2 
proporciona un valor p inferior 
a 0.05, la hipótesis nula es rechazada, siendo el resultado estadísticamente significativo. 
 En el caso de la esquizofrenia, donde la ausencia de resultados muy significativos en los 
estudios de ligamiento, en comparación con enfermedades mendelianas, demostraron la 
existencia de una clara heterogeneidad de locus con múltiples genes involucrados, los estudios 
de asociación representaron un lógico paso a seguir para tratar de determinar la naturaleza 
genética de la enfermedad de forma más precisa. Dada la certeza de la existencia de variantes de 
predisposición de efecto más bajo, los estudios de asociación representaron a priori una 
estrategia mucho más potente que los estudios de ligamiento (Risch y Merikangas, 1996). Todo 
esto fue posible gracias a grandes inversiones internacionales que financiaron proyectos 
masivos como el Proyecto Genoma Humano, dando lugar al conocimiento de muchos 
polimorfismos a lo largo del genoma humano y posibilitando testar la asociación en variantes 
presentes en muchas regiones y/o genes susceptibles de estar relacionados con la enfermedad.  
Además, en comparación con los estudios anteriores, los de asociación conllevan una recogida 




poblacional de los casos y los controles y, en ningún caso, la búsqueda de familias concretas 
con varios individuos enfermos a lo largo de varias generaciones. 
 No obstante, por contrapartida, los estudios de asociación, que se fundamentan en la 
existencia de variantes alélicas de susceptibilidad, son ineficaces frente a la existencia de 
distintos alelos de un mismo gen asociados con la enfermedad (heterogeneidad alélica), algo 
que no ocurre en el caso de los estudios de ligamiento.  
 Se debe de tener claro que la asociación, como un concepto poblacional que va más allá 
de la propia genética, puede ocurrir en la población por determinadas causas: 
 La primera, y más deductiva, es la causa directa. Esta implica tener un alelo A torna a 
una persona más susceptible a padecer la enfermedad D, aunque, evidentemente, este 
hecho no sea ni necesario ni suficiente para que se desarrolle la enfermedad.  
 En segundo lugar, dado que la población está contenida por varios subgrupos 
poblacionales distintos, tanto la enfermedad como el alelo A podrían ser más o menos 
frecuentes en un determinado tipo. Es lo que se conoce como estratificación 
poblacional, y es una de las principales fuentes de error y por ello, uno de los factores 
a tener en cuenta cuando se diseña un estudio de asociación. Constituye el ejemplo más 
claro de que la asociación es una característica de la población y que, aunque es una 
gran estrategia para desvelar causalidad genética, es imprescindible trabajar con 
muestras de casos y controles del mismo estrato poblacional sin incurrir en ningún 
sesgo en el proceso de selección. 
 Por último, la asociación podría ser indirecta, al estar causada por DL. Esto es que 
otra variante diferente a la estudiada fuese la responsable de la asociación con la 
enfermedad y además se encontrase ligada a la primera. De este modo, las dos 
variantes serían marcadores cercanos que cosegregan juntos en la población, dando la 
misma información, y siendo indistinguibles desde el punto de vista causal. Hay que 
tener en cuenta que el DL sí es un concepto genético, en tanto que la asociación no era 
sino uno estadístico. Por ello, deben ser separados conceptualmente, y aunque están 
relacionados, el ligamiento por sí mismo no produce una asociación en la población 
general sino que crea asociaciones dentro de una familia, pero no entre personas no 
relacionadas. Un ejemplo podría ser que un marcador X estuviera ligado a un 
determinado gen responsable de una enfermedad, pero sin embargo no estar asociado a 
la misma por la sencilla razón de que su frecuencia en la población general es similar a 
la de la población afectada. 
 Frente a las ventajas antes mencionadas, los estudios de asociación presentan algunos 





variantes con una frecuencia elevada en la población (polimorfismo), pero conseguir desvelar la 
asociación de variantes raras requeriría de tamaños muestrales de varios miles de individuos 
para alcanzar suficiente potencia estadística, algo que es muy difícil de conseguir y 
económicamente prohibitivo en la mayoría de los casos. Esto contrasta con lo indicado en los 
estudios de ligamiento para estudiar una variante rara de reciente aparición y que segrega en una 
o pocas familias, demostrando que ambas estrategias nunca debieran verse como la evolución de 
una respecto a la otra, sino como métodos compatibles y complementarios incluso actualmente. 
Por otra parte, los estudios de asociación requieren una hipótesis previa para la selección de un 
gen o genes candidatos sobre los que se va a estudiar su asociación con la esquizofrenia, algo 
que tampoco ocurría en los estudios de ligamiento. Debido a esto, el caso más sencillo consiste 
en trabajar con genes candidatos por los conocimientos previos acerca de aspectos moleculares 
del gen como su expresión genética en el cerebro, su función biológica, la ruta metabólica en la 
que está implicado o dianas de acción de psicofármacos. En este caso hablaríamos de genes 
candidatos funcionales. Fundamentar esta hipótesis previa es un hecho crucial, ya que permite 
disminuir posibles falsas asociaciones por azar, y reducir el número de pruebas estadísticas 
realizadas. No obstante, la selección no es tarea fácil, entre otras cosas, porque un 86% de todos 
los genes se expresan en algún momento a lo largo de la vida humana en el cerebro (Kang y 
cols., 2011). 
 La otra alternativa consistiría en realizar un estudio en aquellas zonas donde se ha 
detectado ligamiento previo en familias. Hay que tener en cuenta que estas regiones pueden 
contener decenas de genes por lo que, además, podrían servir como complemento para 
confirmar esa implicación y afinar la posición. Es por esta razón por la que el marcador genético 
idóneo en estos estudios es el polimorfismo de nucleótido simple (SNP), ya que son mucho 
más abundantes que los polimorfismos clásicos (RFLPs, microsatélites, minisatélites,…), y por 
ello se pueden barrer más pormenorizadamente regiones del genoma en las que se encuentran 
señales de ligamiento. Así, se calcula que hay al menos 10 millones de SNP en el genoma 
humano, lo que representa 1 SNP/300 pares de bases. Además, la tecnología actual permite 
analizar múltiples SNP en gran número de muestras de forma simple y precisa (Syvänen, 2001). 
Los SNP son variantes que han alcanzado una frecuencia elevada en la población (> 1%), por lo 
que se consideran comunes, e implican el cambio en un nucleótido de una base nitrogenada por 
otra o la deleción o inserción del mismo. Son la principal fuente del 0,1% de variabilidad 
genética en el genoma humano y se encuentran distribuidos a lo largo del mismo pero de forma 
no homogénea, siendo diferente su frecuencia en determinados genes, en las regiones exónicas o 
intrónicas del mismo gen o en las regiones intergénicas. Para los estudios de asociación, los 




implicación en la enfermedad mediante la diferencia significativa de  la frecuencia en la que se 
distribuyen sus alelos. 
 El cambio nucleotídico que constituye un SNP puede tener mayor o menor repercusión 
funcional, lo que determina la estrategia a utilizar para la búsqueda de asociación. En primer 
lugar, la estrategia más intuitiva para un estudio de asociación sería la del método directo 
(Risch, 2000). En este caso, de lo que se trata es de estudiar únicamente SNP u otros 
polimorfismos sobre los que existan evidencias de funcionalidad y que, por tanto, esa variación 
en la secuencia puedan tener repercusiones que pudieran estar implicadas en la etiología de la 
enfermedad. Con este propósito, lo más común es analizar polimorfismos que alteren la 
secuencia de la proteína que expresa el gen estudiado (SNP no sinónimos), dando lugar a un 
cambio de un aminoácido (SNP missense) por otro o a la terminación prematura de la traducción 
por la aparición de un codón de parada (SNP nonsense).  Sería menos frecuente, según esta 
estrategia, el caso de utilizar variantes aparentemente neutras, como SNP codificantes que no 
alteran la secuencia proteica (SNP sinónimos) o SNP intrónicos. Sin embargo, en los últimos 
años han ido cobrando más importancia las variantes en regiones no codificantes debido a la 
demostración del relevante papel regulador de lo que anteriormente era conocido como "ADN 
basura", por lo que las variantes que afectan en estas regiones a lugares de unión de factores de 
transcripción en promotores, zonas de alta conservación o regiones con modificaciones 
epigenéticas, pueden ser igualmente funcionales (Weinhold y cols., 2014; Roussos y cols., 
2014). Actualmente, además, existen numerosas herramientas para la predicción in silico de la 
funcionalidad de una variante, como es el caso de PolyPhen (Adzhubei y cols., 2010) o SIFT 
(Ng y Henikoff, 2003) en regiones codificantes o RegulomeDB (Boyle y cols., 2012) y 
HaploReg (Ward y Kellis, 2012) en regiones reguladoras, entre otras. No obstante, la falta de 
evidencias funcionales acerca de muchas de las variantes estudiadas sigue siendo el factor 
limitante de esta estrategia. 
 Una alternativa que permite soslayar estos inconvenientes es el método indirecto, que 
se apoya en el DL para analizar varias variantes que cubran un gen o región de interés, sin tener 
en cuenta la funcionalidad de las mismas. Esto requiere que los polimorfismos que se analizan 
cubran la variación genética común del locus de interés. 
 La forma en que se debe de entender el DL sobre el que se apoyan los estudios de 
asociación es que, en las poblaciones que derivan de un ancestro común en el que ocurre una 
mutación, existirán bloques de secuencia genética más o menos grandes que se hereden de 
forma conjunta de una generación a otra (haplotipos), y así sucesivamente, sin que se vean 
afectados por la recombinación durante la meiosis. Esta es la razón por la que existe ligamiento 





compartir esa mutación fundadora. La existencia del DL origina una estructura del genoma 
humano caracterizada por la presencia de bloques haplotípicos (Patil  y cols., 2001; Gabriel y 
cols., 2002; Costas, 2005), regiones del genoma que presentan una baja diversidad haplotípica 
(pocos haplotipos a alta frecuencia) y un alto DL entre las distintas variantes del bloque. Esta 
estructura de bloques haplotípicos varía entre distintas poblaciones debido a sus historias 
demográficas específicas (cuellos de botella poblacionales, expansiones poblacionales, 
endogamia, mezcla con otras poblaciones, etc) Así, las poblaciones del África subsahariana 
presentan la mayor diversidad haplotípica debido a que la salida del hombre moderno del 
continente africano para colonizar los demás territorios estuvo asociada a un cuello de botella 
(reducción del tamaño poblacional) que provocó una pérdida de haplotipos por azar. Como 
consecuencia, los bloques haplotípicos son de mayor longitud en poblaciones no africanas 
(Weiss y Clark, 2002; Tishkoff y Verrelli, 2003). Encontrar DL en poblaciones africanas es más 
complicado dado que esas regiones ya han sufrido mucha más recombinación. Como es 
evidente, las poblaciones ideales para realizar estudios de DL serían poblaciones aisladas 
originadas a partir de un pequeño grupo de fundadores y lo más tarde en el tiempo como fuera 
posible, de modo que no hubiera suficientes generaciones como para perder esos haplotipos 
comunes en la población. Islandia, por ejemplo, es un buen modelo de población a tales efectos.  
 El DL no es, por tanto, una propiedad cualitativa sino un parámetro cuantificable. 
Existen varias formas de medir el DL (Devlin y Risch, 1995). La primera, y más sencilla, es D. 
Este coeficiente mide diferencias de frecuencias de haplotipos observadas y esperadas a partir 
de las de cada alelo. Por ejemplo para dos SNP X e Y donde A y B son los alelos de mayor y 
menor frecuencia, respectivamente, D se calcularía mediante la siguiente expresión. 
D = f(XA∩YA) – f(XA)f(YA) 
 D tiene el inconveniente de que depende de las frecuencias de los distintos alelos, por lo 
que no es útil para comparar el DL entre distintas regiones. Por ello, se han diseñado nuevas 
medidas de DL entre dos marcadores, siendo las más usadas D’ y r
2
. D‘ se calcula dividiendo D 
entre el valor máximo que pueda alcanzar, de modo que su valor oscila entre 0 (no hay DL) y 
+1 o -1 (máximo desequilibrio de ligamiento). 
D‘ = f(XA∩YA) – f(XA)f(YA) / Dmax 
 Los valores positivos o negativos dependen de si el alelo mayoritario de X está asociado 
al mayoritario o minoritario de Y, respectivamente. Valores de 0,33 < D‘ < - 0,33 se consideran 
asociaciones aparentes. Por otro lado, r
2
 es una medida más restrictiva que D‘, ya que solo 
alcanza un valor máximo cuando cada uno de los alelos de un SNP está asociado a un único 




más fácil interpretación, ya que para una potencia y umbral de significación determinados, el 
aumento en tamaño de muestra necesario para un DL reducido es inversamente proporcional a 
r
2
. De este modo, si se necesitan 1000 casos para detectar asociación en condiciones ideales (r
2
 
= 1), se necesitarían 5000 para la situación probable de r
2





 / (f(XA)f(YA)f(XB)f(YB)) 
 Gracias a la estructura genómica en bloques haplotípicos, es posible genotipar solo un 
determinado número de SNP a lo largo de la región o gen de interés de forma que solo este 
grupo de SNP, denominados tagSNP, sean informativos, en la mayor medida posible, de todos 
los haplotipos presentes. De esta forma, si una variante causal se halla asociada a un tagSNP 
que representa su haplotipo, la asociación sería igualmente detectada. El problema evidente que 
presenta esta estrategia indirecta es que requiere el conocimiento de la estructura haplotípica del 
gen o genes candidatos. Es por ello que en el año 2002 comenzó el proyecto HapMap con el 
propósito de caracterizar el DL existente a lo largo del genoma (International HapMap 
Consortium, 2005) para que se pudiera disponerde una base de datos pública con tal 
información para futuros estudios de asociación. Esto, indudablemente, supuso un enorme 
avance para los estudios de asociación (International HapMap 3 Consortium, 2010), y algo vital 
para los estudios de asociación de genoma completo (GWAS) que se analizan en el siquiente 
apartado. 
 Los resultados de asociación en genes candidatos representaron un gran avance para el 
estudio de muchas enfermedades pero, sin embargo, en el caso de la esquizofrenia, sus 
resultados no fueron todo lo fiables que se suponía, llegando en numerosas ocasiones a 
hallazgos contradictorios, como en los casos de COMT, el gen de la enzima catecol o-metil 
transferasa (Strous y cols., 1997; Glatt y cols., 2003) o en DTNBP1, el gen de la disbindina 
(Vilella y cols., 2008; Mutsuddi y cols., 2006), ambos genes ya implicados en señales de 
ligamiento en estudios previos. En general, la mayor parte de los esfuerzos en esquizofrenia 
estuvieron centrados en la búsqueda, relativamente infructuosa, de asociación con genes 
implicados en los sistemas de neurotransmisores implicados en la acción de antipsicóticos de 
primera y segunda generación. Pese al alto número de estudios en genes candidatos, ningún gen 
mostró una asociación incontestable como sí había ocurrido en otras enfermedades complejas. 
Casos importantes como los del gen APOE en Alzheimer, cuya asociación inicial supuso la 
justificación del modelo de enfermedad común – variante común (Saunders y cols., 1993) o la 
asociación del gen MTHFR con niveles de homocisteína (Frosst y cols., 1995), no tuvieron lugar 
en los primeros estudios realizados en esquizofrenia. Esto llevó a la utilización de metaanálisis 
para tratar de ganar mayor potencia estadística y desvelar asociaciones de variantes de riesgo 





metaanálisis, que se recogen en la base de datos de SZgene database (Allen y cols., 2008). En 
ella se pueden ver las 24 variantes que mostraron significación estadística a lo largo de los genes 
APOE, COMT,DAO, DRD1, DRD2, DRD4, DTNBP1, GABRB2, GRIN2B,HP, IL1B, MTHFR, 
PLXNA2, SLC6A4, TP53 yTPH1. El valor de OR medio de las variantes aquí recogidas es de 
1,23, un valor muy bajo teniendo en cuenta la selección tan profusa llevada a cabo. Sin 
embargo, y basándose en estrictos criterios epidemiológicos (Ioannidis y cols., 2008), cuatro de 
esos genes presentan asociación con un alto grado de credibilidad: DRD1, DTNBP1, MTHFR y 
TPH1. 
 Los escasos resultados relativos a la presencia de factores de riesgo común podrían estar 
causados por la mala selección de genes candidatos basada en hipótesis no acertadas o por una 
arquitectura genética distinta a la consistente en variación común a lo largo de estos genes 
analizados. Es también probable que muchas de estas irregularidades en los resultados se deban 
al mal diseño de estos estudios y a los errores cometidos, tanto positivos como negativos 
(Cardon y Bell, 2001). Estos errores se denominan errores de tipo I, esto es, rechazar la 
hipótesis nula de no asociación cuando es cierta (falsos positivos) o errores de tipo II, aceptar 
la hipótesis nula de no asociación cuando es falsa tanto en estudios originales como en las 
réplicas (falsos negativos), respectivamente. 
 
Falsos positivos o errores de tipo I 
 El hecho de que una parte importante de los estudios de asociación no logre replicarse 
puede ser debido a que estas posibles asociaciones iniciales sean falsos positivos. La existencia 
de éstos puede tener lugar, principalmente, por tres razones. 
 En primer lugar, por el sesgo existente hacia la publicación de estudios de asociación 
con resultados positivos frente a negativos, con independencia de la calidad de los 
trabajos (Ioannidis y cols,2008) 
 En segundo lugar, el azar. Se suele trabajar a un nivel de significación del 5%. Pero 
realmente esto indica que la probabilidad de que las diferencias observadas sean debidas 
al azar es del 5 %. Por tanto, si se realizan múltiples comparaciones este nivel de 
significación generaría un número inaceptable de errores de tipo I (se esperaría como 
promedio un falso positivo cada 20 pruebas). Por esta razón, actualmente el enorme 
número de pruebas realizadas necesita la utilización de métodos de corrección por 
comparaciones múltiples. Uno muy conocido y empleado es el método de Bonferroni 
(Dunn, 1961), en que el nuevo nivel de significación se calcula dividiendo el valor α 




supone la completa independencia de los test realizados. Tras la aparición de los 
métodos de False discovery rate (FDR), se concluyó que esta aproximación a la hora de 
corregir por múltiples pruebas era más adecuada y potente, siendo un referente en 
genética el método de Benjamini-Hocberg (Benjamini y Hochberg, 1995; Benjamini y 
cols., 2001) 
 La otra causa principal que puede generar falsos positivos es la existencia de 
estratificación poblacional, tal y como se describió anteriormente. Esto es, cuando la 
población bajo estudio, supuestamente homogénea, es realmente una población híbrida 
configurada por la mezcla de individuos de distinta procedencia. 
 
Falsos negativos o errores de tipo II 
 En el caso de los errores de tipo II, las dos causas principales son la poca potencia de la 
prueba estadística para replicar un efecto genético concreto y la incorrecta clasificación de los 
fenotipos. 
 Gran parte de los errores de tipo II son debidos a que el tamaño muestral es insuficiente, 
por lo que es precisa una determinación a priori de la potencia estadística asociada al 
diseño que nos permita saber si es probable replicar una supuesta asociación (Ioannidis 
y cols., 2008). Por otro lado, 
 La otra gran fuente de falsos negativos es la clasificación incorrecta del fenotipo, 
generalmente debida a la presencia de fenocopias (fenotipos de la enfermedad bajo 
estudio sin base genética). La principal consecuencia de la clasificación incorrecta del 
fenotipo es que se reduce la potencia de la prueba estadística para detectar la asociación. 
Para evitar este problema, debe recurrirse a un criterio diagnóstico estandarizado y a 
una descripción precisa de los grupos de casos y controles. Por ello, en una gran 
cantidad de trastornos complejos o caracteres de difícil fenotipo y, por tanto, 
diagnóstico, se ha propuesto el establecimiento de determinados endofenotipos 
(Gottesman y Goud, 2003). Estos pueden ser rasgos de personalidad, características 
psicológicas, cognitivas o aspectos neuroquímicos. En el caso de esquizofrenia todavía 
cobran mayor relevancia ya que, tal y como se describe en el primer bloque de la 
introducción, hay una ausencia de marcadores biológicos inequívocos de la enfermedad. 
El estudio de endofenotipos se ha propuesto como una buena estrategia alternativa para 





 La conclusión que se puede sacar de los estudios de genes candidatos en esquizofrenia 
es que, pese a que sería muy injusto decir que no han aportado prácticamente nada, ya que se 
han consolidado implicaciones previas de algunos genes como DRD1, DTNBP1, MTHFR y 
TPH1, la realidad es que solo han conseguido explicar una pequeña parte de la heredabilidad de 
la enfermedad, por lo que en general no han resultado exitosos. Prueba de ello es que la base de 
datos de SZgene se ha dejado de actualizar desde el año 2011, muy probablemente porque los 
estudios de asociación de genoma completo (GWAS) representan ya una mejor y mayor 
perspectiva de la variación común en esquizofrenia, sin las limitaciones características de los 
estudios en genes candidatos. 
 
1.2.2.3. Estudios de asociación de genoma completo (GWAS) 
 Los estudios de asociación de genoma completo (GWAS) representan una alternativa 
más potente que los de genes candidatos para el conocer la varianza genética asociada a 
enfermedades complejas. La aparición de esta nueva estrategia tuvo que ver con la 
secuenciación de la totalidad del genoma humano (Lander y cols., 2001; Venter y cols., 2001), 
el avance en el desarrollo de tecnologías que han permitido la genotipación de miles de 
variantes a un precio cada vez más asequible o la caracterización de cientos de miles de SNP 
(Sachidanandam y cols., 2001; Sherry y cols., 2001), que han permitido, entre otras cosas, el 
desarrollo del proyecto HapMap  (International HapMap Consortium, 2005) y la consecuente 
disposición del conocimiento de la estructura haplotípica del genoma humano y de tagSNP que 
representasen en mayor medida estos haplotipos, indispensables para la realización de GWAS 
(Hirschhorn y Daly, 2005).  
 Los GWAS (del inglés Genome Wide Association Studies), se basan en el genotipado de 
miles de SNP que representan la mayor parte de la variación común existente. Por tanto, se 
sigue la estrategia indirecta por desequilibrio de ligamiento, ya descrita anteriormente, pero en 
la totalidad del genoma. Mediante la utilización de paneles se procede al genotipado de miles de 
tagSNP a lo largo de la secuencia del genoma humano. No existe una hipóitesis previa que 
conduzca al estudio de un gen o genes en cuestión, sino que el propio GWAS será el elemento 
generador de hipótesis que revelerá las asociaciones pertinentes sin el sesgo de comprobación 
de una teoría previa, como sucedía en los estudios en genes candidatos. 
 Estos estudios representan, por tanto, una manera más exhaustiva de analizar la genética 
de la enfermedad compleja sobre la base de la teoría de la variante común - enfermedad 
común, donde las variantes causales, si no genotipadas, debieran estar representadas por 




indirecta por DL en la totalidad del genoma, pese al desarrollo metodológico y del conocimiento 
de miles de SNP, conllevó importantes limitaciones económicas, por la necesidad de genotipar 
miles de variantes por individuo, y metodológicas, por la necesidad de lidiar con un ingente 
número de test estadísticos que podrían propiciar la aparición de un alto número de falsos 
positivos. Estos inconvenientes, que en un principio llevaron a muchos autores a cuestionar el 
esfuerzo que implicaba la utilización de estas técnicas y la alta probabilidad de no obtener 
resultados (Weiss y Terwilliger, 2000; Blangero, 2004), fueron condicionando las estrategias a 
seguir durante la utilización progresiva de estos estudios a lo largo de los años.  
 El número de tagSNP seleccionados es un paso clave, y depende del grado de DL 
deseado y de la eficiencia a la hora de seleccionar SNP presentes en regiones con bajo DL 
(Goldstein y cols., 2003). Varios métodos estadísticos, en función de estos parámetros, fueron 
optimizados para tal propósito y la correcta selección de tagSNP (Johnson y cols., 2001; 
Carlson y cols, 2004). Una alternativa propuesta para evitar los altos costes fue la realización de 
GWAS mediante el análisis únicamente de SNP missense (Botstein y Risch, 2003), aludiendo 
que la variación con efectos funcionales más importante quedaría cubierta. De esta forma, ya 
que un gen contiene un promedio de 1-2 SNP missense, se podría abarcar todo el genoma tan 
solo mediante el análisis de entre 30000 y 60000 variantes. Sin embargo, este método presenta 
grandes limitaciones. Por un lado, otras variantes codificantes no estarían presentes como los 
SNP nonsense o las variantes de splicing. Por otro lado, es muy probable que la mayor parte de 
las variantes missense tengan un efecto funcional tan elevado que provoque que la selección 
negativa actúe sobre ellas, eliminándolas o reduciendo su frecuencia por debajo del umbral del 
1%. Por último, dado que los estudios de asociación en genes candidatos condujeron a 
resultados donde las variantes presentaban efectos bajos (OR < 1,3), es muy probable que gran 
parte de la variación común se encuentre en regiones no codificantes cuyos efectos sean 
menores, como por ejemplo causando una pequeña reducción en la expresión de un determinado 
gen, y que su presencia a una frecuencia elevada no se tenga en cuenta mediante esta estrategia. 
No obstante, si no se tiene acceso a grandes muestras ni una capacidad económica suficiente, 
sigue siendo una estrategia viable que, además, en el caso de esquizofrenia, ha dado lugar a 
resultados positivos, como en la asociación del gen SLC39A8 mediante GWAS de SNP no 
sinónimos (Carrera y cols., 2012) 
 Al genotipar tantas variantes, el nivel de significación estadístico necesario para afirmar 
que existe asociación en un estudio de GWAS debería corregirse por el número de test 
realizados, pues un valor de probabilidad habitual de α = 0,05 llevaría, en caso de realizar 
500000 test, a que alrededor de 25000 asociaciones apareciesen sencillamente por azar, dentro 
de las cuales estarían presentes las asociaciones reales. Se ha propuesto un valor de p <  5 x 10
-8
 





de 0,05 corregido mediante el método de Bonferroni para 1 x 10
6
 test realizados. Esta forma de 
corregir el valor por múltiples test es muy conservadora, ya que asume independencia entre test 
pese a no ser demostrable, pero proporciona un alto valor de seguridad en las asociaciones 
encontradas. 
 En el caso de los GWAS, es imprescindible tener en cuenta la potencia estadística. Sin 
hacer una selección del tipo de variante, el requisito principal es, por tanto, el tamaño de la 
muestra de casos y controles. En esquizofrenia, donde una variante podría tener un valor de OR 
de 1,25, si su frecuencia en la población es del 15% se necesitaría unas muestras de 6000 casos 
y 6000 controles para alcanzar una potencia del 80% de detectar asociaciones a nivel de p < 5 x 
10
-8
, es decir, un 80% de probabilidad de que se rechace la hipótesis nula cuando la hipótesis 
alternativa es cierta, o dicho de otro modo, de no cometer un error de tipo II. Para sobreponerse 
a esta limitación, existen tres principales estrategias: 
 Una forma sería realizar el estudio mediante un procedimiento de múltiples etapas. 
Este consistiría en rebajar el umbral de significación al valor nominal de 0,05 en la 
primera fase o etapa, de modo que las muchas asociaciones que aparecen por azar (y 
entre las cuales, en caso de existir, estarían las verdaderas), se llevarían a una segunda e 
incluso tercera etapa donde en un tamaño de muestra igual o superior se genotipan 
exclusivamente las que hubieran pasado esta primera fase, con la consecuente 
corrección solo por el número de test de la segunda o tercera fase. De esta forma, se 
consigue no eliminar tantas posibles variantes reales en un primer análisis por 
Bonferroni, pero se necesita disponer de un tamaño muestral grande para poder dividir 
los análisis por etapas. 
 Una segunda manera sería utilizar otro método de corrección por múltiples test. Dado 
que el método de Bonferroni no tiene en cuenta el solapamiento de haplotipos y la 
correlación entre marcadores, se han propuesto otros métodos menos conservadores 
mediante aproximaciones frecuentistas como el  FDR o False Discovery Rate 
(Benjamini y Hochberg, 1995; Benjamini y cols., 2001) o bayesianas (Wacholder y 
cols., 2004). Otra forma muy utilizada es la corrección por permutaciones del valor. 
De esta forma, las muestras de casos y controles se mezclan al azar miles de veces, y la 
distribución del p valor de cada variante tras las múltiples permutaciones se compara 
con el obtenido inicialmente con las muestras de casos y controles separadas. 
 En tercer lugar, otra estrategia sería la de la utilización de poblaciones fundadoras. 
Esta se fundamenta en el hecho de que, al usar poblaciones que han surgido 
recientemente por efecto fundador (es decir, que se han originado a partir de pocos 
individuos hace 100 o menos generaciones), los haplotipos son de mayor tamaño por la 




la variación común del genoma con menos SNP. Sin embargo, los primeros estudios 
que siguieron esta estrategia demostraron que no había diferencias notables en la 
estructura de DL que justificase la selección prioritaria poblaciones fundadoras 
(Kruglyak, 1999; Shifman y cols., 2003). 
 Finalmente, una alternativa metodológica es agrupación de las muestras en 
agrupaciones de muestras o pools (Sham y cols., 2002). Esta forma de proceder 
presenta como principal ventaja la económica, pudiendo reducirse decenas de veces el 
coste del genotipado (Barratt y cols., 2002). Por otra parte, sin embargo, necesita una 
mayor precisión tecnológica para inferir la presencia de un alelo dentro de un pool de 
varias muestras. Esta estrategia representa una alternativa real muy válida en los casos 
en los que no se permisible un desembolso económico grande. Sin embargo, y dada la 
progresiva reducción de los costes de genotipado durante la última década, la 
agrupación por pools puede representar una alternativa más ventajosa en el caso de la 
secuenciación. 
 En esquizofrenia, los primeros estudios de GWAS resultaron muy poco satisfactorios 
(Kirov y col., 2009; Lencz y cols., 2007; Need y cols., 2009; O'Donovan y cols., 2008; Shifman 
y cols., 2008; Sullivan y cols., 2008), y solo en el trabajo de O'Donovan y cols. (2008) el gen 
ZNF804A resultó asociado a nivel de significación genómica cuando se juntaron muestras de 
esquizofrenia y de trastorno bipolar (P = 9,96 x 10
-9
), lo que a su vez significó una nueva 
demostración de la semejanza sintomatológica de ambos trastornos también debía de ir 
acompañada de una arquitectura genética similar. 
 Fue en el año 2009 cuando, tras aumentar los tamaños de las muestras de forma 
significativa, se publicaron tres GWAS que empezaron a revelar más resultados que los 
primeros intentos frustrados (Purcell y cols., 2009; Shi y cols., 2009; Stefansson y cols., 2009), 
demostrando que gran parte del problema en los primeros casos era la escasa potencia 
estadística para encontrar variantes comunes de efecto menor. Los SNP asociados implicaban a 
los genes TCF4 y NRGN y a la región del MHC. Además, en el trabajo de Purcell y cols (2009) 
se confirmó la existencia de un componente poligénico (Gottesman y Shields, 1967) de 0,03 
(3%) pero que, mediante la aplicación de modelos matemáticos que tuvieran en cuenta las 
limitaciones del estudio, se observó que podría explicar hasta un tercio de la varianza de la 
enfermedad (aunque en todo caso fueron estimaciones matemáticas). Este componente 
poligénico fue significativo también en muestras independientes de trastorno bipolar, donde se 
veía que explicaba un porcentaje de varianza algo menor, mientras que no existía en otras 
enfermedades no psiquiátricas usadas a modo de control negativo. Esto demostraba que cientos 





conjuntamente como un factor de susceptibilidad por el cual se podría explicar gran parte de la 
variación común no identificada en genes específicos. 
 En los siguientes años, gracias a las colaboraciones y a las iniciativas para crear 
consorcios como el Irish Schizophrenia Genomics Consortium (ISGC) o el Schizophrenia 
Psychiatric Genome-Wide Association Study (GWAS) Consortium (ahora conocido como el 
Psychiatric Genomics Consortium (PGC)), hasta 30 loci presentaron asociación con 
significación genómica antes del 2014 (Hamshere  y cols., 2013; Ikeda y cols., 2011; Ma y 
cols., 2011; Irish Schizophrenia Genomics Consortium y Wellcome Trust Case Control 
Consortium 2, 2012; Lencz y cols; 2013;Rietschel y cols., 2012; Ripke y cols., 2013a; 
Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study (GWAS) Consortium, 2011; 
Steinberg y cols., 2011a; Yamada y cols., 2011). Entre dichos estudios, el más impactante fue el 
de Ripke y cols. (2013a), en el cual 22 loci no solapantes mostraron asociación con 
significación genómica, y 13 de ellos no se habían encontrado hasta entonces implicados en 
estudios de asociación. A raíz de este estudio, que utilizó más de 21000 casos y 38000 
controles, superando los tamaños de muestra de otros estudios hasta entonces, se conoció la 
implicación del microRNA MIR137 y se vio que las señales de asociación estaban enriquecidas 
en las funciones de señalización del calcio. Además, un gran número de los genes implicados 
son dianas en la regulación  post transcripcional de MIR137, un hecho también extensible a los 
factores de transcripción asociados TCF4 y ZNF804A, lo que sugirió la posibilidad de que la 
regulación de la expresión génica, mediante esta y otras vías, jugase un papel muy importante 
en la esquizofrenia. 
 En coherencia con los resultados del trabajo de Purcell y cols. (2009), en 2011 se realizó 
un GWAS con muestras conjuntas de esquizofrenia y trastorno bipolar que reveló, de nuevo, la 
implicación de varios loci en ambos trastornos (Sklar y cols., 2011). Este solapamiento entre 
ambas enfermedades ya había quedado de manifiesto en los genes ZNF804A (Donovan y cols., 
2008) y en CACNA1C (Green y cols., 2010) 
 A este trabajo le siguieron otros que estudiaron el posible solapamiento entre 
esquizofrenia, trastorno bipolar, autismo, trastorno por déficit de atención e hiperactividad y 
depresión mayor (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2013a y 
2013b). De nuevo se observó solapamiento en el conjunto de enfermedades, centrado sobre todo 
en variantes en canales de Calcio, revelando una posible susceptibilidad genética indiferenciada, 
y ahondando todavía más en  el concepto de enfermedad psiquiátrica como síndrome no bien 
delimitado. No obstante, el mayor solapamiento de variación genética común se observó entre 
los trastornos de inicio en edad adulta: esquizofrenia, depresión y trastorno bipolar; mientras 




 El mayor estudio de GWAS hasta la fecha es el realizado hace poco más de un año 
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium (PGC), 2014). Fue 
posible gracias a la utilización de 49 cohortes independientes que englobaron 34241 casos y 
45604 controles, además de 1235 tríos, lo cual doblaba los número de estudio más grande hasta 
entonces (Ripke y cols., 2013a). Además, los SNP que pasasen un umbral de significación de p 
< 10
-6
, se sometieron a un análisis independiente con 1513 casos y 66236 controles de 
DECODE genetics. Los grandes tamaños muestrales se tradujeron en resultados fructíferos, 
encontrándose128 señales de asociación estadísticamente independientes en 108 loci no 
solapantes asociados a esquizofrenia. Tal número de asociaciones hizo posible, por fin, obtener 
una idea más consistente de las rutas biológicas existentes detrás de la variación genética 
común, y que se describen a continuación. 
 En primer lugar, este es el primer estudio en el que se obtiene una evidencia de 
asociación con la ruta dopaminérgica a raíz de un estudio GWAS, lo cual vincula, por 
primera vez y en un estudio libre de hipótesis previas, a la principal ruta de dianas 
farmacológicas en esquizofrenia con la genética de la enfermedad. El gen asociado es el 
receptor de dopamina D2 (DRD2) y, pese a que fueron necesarias miles de muestras 
para encontrar una asociación significativa pero de efecto menor, esto demuestra que 
incluso el hallazgo de asociaciones con efecto limitado sobre la enfermedad puede tener 
repercusiones muy trascendentes desde el punto de vista del tratamiento farmacológico. 
 En línea con los estudios de GWAS inmediatamente anteriores (Cross-Disorder Group 
of the Psychiatric Genomics Consortium, 2013b; Ripke y cols., 2013a), las principales 
señales de asociación implican a la ruta glutamatérgica, con asociaciones en los genes 
GRIA1, GRIN2AyGRM3, a miembros de los canales iónicos del Calcio como 
CACNA1C, CACNA1Io CACNB2, y a genes con relevancia en plasticidad sináptica. 
Esto consolida la hipótesis previa según la cual la disrupción de la vía del glutamato y 
de la homeostasis neuronal del Calcio son factores de predisposición claves en el 
desarrollo de la esquizofrenia. 
 La existencia del componente poligénico fue completamente demostrada. Para un 
prevalencia del 1% e independencia de los SNP analizados, las estimaciones de 
heredabilidad subieron de un 3% a un 7%, por lo que la varianza explicada era mayor, 
aunque seguía estando alejada de los valores esperados en la enfermedad. 
 El solapamiento con otras enfermedades psiquiátricas ya había quedado demostrado con 
la explicación de forma significativa de una parte de la varianza genética del trastorno 
bipolar con el componente poligénico de la esquizofrenia, algo que no sucedía con 
autismo. Sin embargo, en este estudio se observó que los loci asociados estaban 





sino también en autismo y discapacidad intelectual con lo que el espectro de 
solapamiento aumentaba respecto a anteriores evidencias.  
 La mayor limitación del GWAS fue la ausencia de respuestas para muchas de las 
asociaciones encontradas, donde no se encontró una clara funcionalidad afectada. 
Prueba de ello es que solo 10 de las señales de asociación se pueden explicar por 
cambios no sinónimos en la secuencia proteica y solo 12 fueron eQTLs conocidos. De 
hecho, el SNP no sinónimo más significativo en esquizofrenia ya fue encontrado con 
anterioridad a este estudio (Carrera y cols., 2012). 
 Por último, y como consecuencia de lo anterior, el PGC hizo uso de datos ómicos de 
otros dos grandes proyectos centrados en la regulación de la expresión y las 
modificaciones epigenéticas del genoma, como son el proyecto ENCODE (The 
Encyclopedia of DNA Elements) y el proyecto Roadmap (ENCODE Project 
Consortium, 2012; Kundaje y cols., 2015), que se explican detalladamente en el último 
bloque de la introducción. La utilización de marcas de acetilación de histonas para 
definir elementos potenciadores de la expresión o enhancers reveló que existe un 
enriquecimiento significativo de las señales de asociación en regiones reguladoras 
específicas de cerebro adulto y de células implicadas en la respuesta inmune, éstas 
últimas, incluso, tras eliminar aquellas con marcada actividad cerebral y del MHC. Por 
tanto, este estudio consolida el papel del sistema inmune desde un punto de partida 
genético y de la regulación genética como factores determinantes en el desarrollo de la 
esquizofrenia. 
 Muy recientemente, el Network and Pathway Analysis Subgroup of the Psychiatric 
Genomics Consortium, un consorcio que engloba a cientos de colaboradores, publicó un estudio 
en el que se hace una interpretación funcional de las señales de asociación de los GWAS de 
distintos trastornos psiquiátricos en base a las bases de datos de rutas biológicas o pathways 
existentes demostró que el sistema inmune, la sinapsis neuronal y sobre todo, la metilación de 
histonas, constituían las asociaciones más significativas compartidas en esquizofrenia, trastorno 
bipolar y depresión mayor, sugiriendo un papel crucial de la regulación de la expresión génica 
en la patología psiquiátrica (Network, T., & Pathway Analysis Subgroup of the Psychiatric 
Genomics Consortium, 2015). 
 
1.2.2.4. Detección de Variaciones en el número de copias (CNV) 
 El avance en el desarrollo de las tecnologías de genotipado, además de permitir la 




escala variaciones estructurales a lo largo del genoma, y en particular, variaciones en el número 
de copias (del inglés Copy Number Variant (CNV)). 
 Las CNV son un tipo de variantes genéticas estructurales, generalmente deleciones o 
duplicaciones de un segmento de ADN, que afectan al número de copias del segmento y la dosis 
génica de los genes incluidos en ella. El tamaño de la región afectada es, en la mayor parte de 
los casos, submicroscópico (< 500 kb), de modo que resulta muy complicada su detección por 
métodos de cariotipado clásicos. Por ello, el estudio de CNV se vio favorecido por el desarrollo 
de técnicas como la hibridación genómica comparada (CGH) o microarrays de SNP similares a 
los utilizados en GWAS, donde la resolución es un parámetro dependiente de la plataforma de 
genotipado utilizada. Otras estrategias para su detección, como la secuenciación, resultan cada 
vez más asequibles dada la reducción de costes que ha venido experimentando esta tecnología a 
lo largo de los últimos años. De hecho, la secuenciación es la estrategia con una resolución 
máxima para detectar variaciones estructurales muy pequeñas, difíciles de detectar incluso con 
métodos de genotipado de alta resolución (Mills y cols., 2011). 
 En 2004, dos estudios demostraban que las CNV se encontraban ampliamente 
distribuidas por todo el genoma y representaban una importante fuente de variación genética 
humana (Iafrate  y cols., 2004; Sebat y cols., 2004), del mismo modo que lo son las variantes 
puntuales como los SNP. En promedio, se estima que existen más de 1000 CNV en el genoma 
implicando un número aproximado de 4 x 10
6
 bases nucleotídicas debido a ellas (Conrad y 
cols., 2010; Mills y cols., 2011). Esto supone que, pese a que el número de SNP es de tres 
órdenes de magnitud por encima del de CNV, las variaciones estructurales ocurren en 
aproximadamente un 5% del genoma y suponen una contribución a la variabilidad genética en la 
población del 0.1%, que se suma al 0.1% de la diferencia existente en la secuencia de ADN a 
nivel de nucleótido. 
 La formación de CNV es un fenómeno, por tanto, bastante frecuente y que se puede 
deber a varios mecanismos ampliamente descritos. La recombinación alélica no homóloga 
(Hurles y Lupski, 2006) fue el mecanismo propuesto mayoritariamente. Según este, la alteración 
estructural se produce principalmente durante la meiosis, donde tiene lugar  un 
entrecruzamiento erróneo entre cromosomas homólogos o cromátidas hermanas, inducido por la 
presencia de elementos repetitivos como los low copy repeats (LCRs). No obstante, otros 
mecanismos también explicarían la aparición de CNV, como la retrotransposición (Lupski, 
2010), el mecanismo de fork stalling (Lee, Carvalho y Lupski, 2007) o el de non homologous 
End-joining (Lieber, 2010). 
 La contribución de las CNV a la variabilidad genética humana es manifiesta y, por ello, 





importante en procesos evolutivos (Nguyen y cols., 2008; Conrad y cols., 2010).Dada la 
recurrencia de esta forma de variación genética estructural, dos modelos surgieron para explicar 
su papel en las enfermedades complejas. Un modelo basado en polimorfismos de número de 
copias (del inglés copy number polymorphism (CNP)), donde las variantes presentan un rango 
en el número de copias de 0 a 30 y una frecuencia superior al 1%, se contrapone a otro basado 
en la inplicación de CNV individuales o de baja frecuencia (< 1%), que existen en forma de 
pocas copias o deleciones, de alta penetrancia, sometidas a una alta presión purificadora y con 
una alta tasa de reposición por eventos de novo (Girirajan y cols., 2011). 
 En el contexto de las enfermedades psiquiátricas, las CNV se han visto implicadas en 
forma de variantes raras (Sebat y cols., 2009). El foco en las CNV en el ámbito de estas 
enfermedades tiene su precedente en el caso del autismo, donde estudios citogenéticos 
reportaron la presencia de alteraciones estructurales en un 6-7% de los casos (Folstein y Rosen-
Sheidley, 2001). Por otro lado, antes de la puesta a punto de las técnicas de hibridación o de los 
arrays de SNP, ya se conocía la incidencia de la duplicación del locus 15q11-13 en algunos 
casos de autismo idiopático (Gillberg, 1998) así como la microdeleción del locus 22q11.2 en 
esquizofrenia (Karayiorgou y cols., 1995). Esta última variante tiene un origen de novo en más 
de un 70% de los casos (Ryan y cols., 1997) y es la causante del síndrome velocardiofacial 
(Kobrynski y Sullivan, 2007), una patología con fenotipo muy notable y de manifestaciones 
variables, entre las cuales destacan las alteraciones cardiovasculares, la inmunodeficiencia, 
retraso mental, alteraciones cognitivas y, en un 30% de los enfermos, psicosis 
predominantemente en forma de esquizofrenia (Murphy y cols., 1999). Este hecho convierte a la 
deleción 22q11.2 en la variante de mayor riesgo para padecer esquizofrenia (con un OR 
mayorde25) y donde, además, no se ha reportado ningún portador sin síntomas clínicos 
asociados a la CNV (Malhotra y Sebat, 2012). Esta CNV afecta a un número de genes que 
oscila entre 30 y 60 dependiendo del tamaño de la misma, y la alteración de la dosis génica de 
alguno de ellos podría ser la razón de la relación con esquizofrenia. Entre los más importantes 
candidatos figuran COMT, por su papel en la degradación de la dopamina,DGCR8, cuya 
deleción conlleva déficits en memoria y aprendizaje (Ouchi y cols., 2013) mediante alteraciones 
en los niveles de microRNA, algo que ya se ha encontrado anteriorimente en pacientes con 
esquizofrenia (Beveridge  y cols., 2010; Perkins y cols., 2007). De igual modo, otros genes se 
han visto implicados en diversos estudios como PRODH (Bender y cols, 2005),GNB1L 
(Ishiguro y cols., 2008) (Chun y cols, 2014) o  ZDHHC8 (Ota y cols., 2013). 
 Los estudios de asociación han demostrado que las CNV de riesgo en esquizofrenia son 
generalmente grandes (> 100 kb) y de frecuencia menor al 1%. El primer estudio caso - control 
a gran escala llevado a cabo para investigar la incidencia de CNV en esquizofrenia encontró tres 




fueron corroborados en un estudio más largo de 3391 y 3181 casos y controles, 
respectivamente, donde se observó un incremento del 15% en la incidencia de CNV raras en 
esquizofrénicos (The International Schizophrenia Consortium, 2008). Aunque menor que el 
anterior, este incremento se hacía más pronunciado cuanto más infrecuente (o incluso 
individual) era la variante y mayor contando solo las que contenían genes. Stefansson y cols., 
además, encontraron asociaciones significativas de CNV de novo en los loci1q21.1, 15q11.2 y 
15q13.3, convirtiéndose en el primer estudio que encontraba asociaciones en CNV concretas 
(Stefansson y cols., 2008).De igual modo, otros estudios encontraron resultados similares (Ikeda 
y cols., 2010; Kirov y cols., 2009a; Levinson y cols., 2011; Need y cols., 2009), y en el último 
metaanálisis realizado, en el cual el genotipado de 6882 casos y 6316 controles se suman a los 
de estudios anteriores, se refuerzan los resultados previamente publicados (Rees y cols., 2014). 
Un 2.5% de los casos presentan CNV raras frente a un 0.9% de controles, siendo significativo el 
incremento en 15 loci (tabla 1.3). La asociación de las CNV raras es, además, debida a eventos 
recurrentes, ocurriendo en regiones con una tasa de mutación elevada. 
 Una posible explicación de la alta incidencia de CNV es la posibilidad de que en gran 
medida surjan como eventos de novo. Esta hipótesis fue estudiada por Xu y cols. (2008) 
mediante análisis de tríos, y demostraron que el incremento encontrado en CNV raras en casos 
respecto a controles era debido en mayor medida a variantes esporádicas (P = 0.00078) que a 
heredadas (P = 0.049), siendo las primeras ocho veces más frecuentes en esquizofrenia. 
Estudios posteriores demostraron, de nuevo, una mayor incidencia de CNV de novo en 
esquizofrenia (Kirov y cols., 2012; Malhotra y cols., 2011). 
 El estudio de Walsh y cols (2008) reveló que los genes afectados por las deleciones y 
duplicaciones en CNV raras estaban enriquecidos en categorías funcionales  relacionadas con la 
sinapsis y el neurodesarrollo, lo que supuso la mejor demostración de la hipótesis del 
neurodesarrollo en esquizofrenia hasta el momento. Posteriormente, analizando más 
detalladamente las implicaciones funcionales de los genes de CNV de novo en esquizofrenia se 
vio que existía un enriquecimiento en las proteínas del receptor de glutamato NMDAR y 
proteínas ARC relativas a la densidad postsináptica implicadas en funciones relacionadas con el 
citoesqueleto celular (Kirov y cols., 2012). Esta implicación en el neurodesarrollo cerebral es 
consistente con el solapamiento que existe, respecto a estas variantes, con otros trastornos 
neuropsiquiátricos y del desarrollo. La variabilidad fenotípica asociada a las CNV debe estar 
regulada por otros aspectos genéticos, incluidas variantes raras o variación común, y factores 









 Una posibilidad es que las CNV provoquen un riesgo no específico a trastornos del 
neurodesarrollo que se ve modulado por la presencia de otro factor adicional. Este hecho se 
conoce como la hipótesis de doble impacto. Un ejemplo es el estudio llevado a cabo por 
Girirajan y cols. (2010), en el cual se demostraba que el riesgo de la microdelección de 520 kb 
en el locus 16p12.1 para padecer retraso en el desarrollo era más significativo en presencia de 
una segunda CNV adicional en los casos. En esta línea, se ha considerado también el hecho de 
que las CNV sean factores de riesgo asociado a retraso mental y trastornos del desarrollo 
severos que, en conjunción con otras variantes genéticas o factores ambientales, puedan 
desembocar en una amalgama de posibilidades donde predominan aquellas con un claro 
componente de neurodesarrollo (Malhotra y cols., 2012). Esto explicaría el hecho de que 
prácticamente todas las CNV asociadas a esquizofrenia presentan también riesgo a trastornos de 
desarrollo y autismo, y otras que no presentan significación en esquizofrenia sí la tengan en 
trastornos del desarrollo más severos como los anteriores (Malhotra y cols., 2012). 
 Las asociaciones de las CNV con la esquizofrenia y otros trastornos del desarrollo  se 
han constatado,  también, a través de estudios animales. Muchos trastornos del comportamiento 
pueden provocarse mediante modelos animales de estas variantes. Por ejemplo, ratones con la 
duplicación 15q11-3 de herencia paterna sufren ansiedad, poca flexibilidad en el 
comportamiento y peor interacción social (Nakatani y cols., 2009). Alteraciones en el 
comportamiento similares o variadas también ocurren en otros casos, como en los modelos de 
duplicaciones y deleciones del locus 16p11.2 (Horev y cols., 2011) y deleciones de NRXN1 
(Etherton y cols., 2011) y CNTNAP2 (Peñagarikano y cols., 2009). A estas alteraciones en el 
comportamiento también se le suman otras en la neuroanatomía cerebral, más extrapolable que 
los estudios de comportamiento, como la reducción y el incremento del volumen cerebral 
asociado a la respectiva duplicación o deleción del locus 16p11.2 (Horev y cols., 2011) y otras 
alteraciones en las funciones neuronales como la liberación de neurotransmisores o el 
funcionamiento de los canales de calcio en NRXN1 (Missler y cols., 2003). En el caso de la 
CNV 16p11.2,ensayos en pez cebra han demostrado que el gen KCTD13 es el principal 
responsable de la macrocefalia o microcefalia asociada a los fenotipos relativos a la deleción o 
duplicación en esta región, respectivamente, pudiendo estar implicados también los genes MVP 
y MAPK3 (Golzio y cols., 2012). 
 En conjunto, se pueden extraer varias conclusiones de los estudios de CNV. En primer 
lugar, sirven como demostración empírica de que parte de la varianza genética de la 
esquizofrenia tiene una explicación debida a variación rara, no considerada en los estudios de 
GWAS. Estos estudios revelan que la predisposición a sufrir esquizofrenia mediada por esta 
variación rara tiene un impacto importante en genes relacionados con los procesos neuronales 





neurodesarrollo. Existe un solapamiento en la funcionalidad alterada por la variación común, 
descrita en los GWAS, y la causada por CNV. En ambos casos queda demostrado que la ruta 
glutamatérgica tiene un papel esencial, principalmente a través del receptor NMDAR; y de igual 
modo, la densidad post-sináptica. Sin embargo, una importante diferencia radica en el hecho de 
que, si bien los GWAS encontraban un mayor solapamiento de la esquizofrenia con trastornos 
psiquiátricos propios de la adultez (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics 
Consortium, 2013a; Purcell y cols., 2009), en el caso de las CNV, el mayor solapamiento tiene 
lugar con trastornos que implican alteraciones durante el neurodesarrollo (Malhotra y cols., 
2012; Rees y cols., 2014; Walsh y cols., 2008). No obstante, esto, lejos de tener que ser un 
problema de entendimiento, puede ser visto como una demostración de la complejidad del 
espectro esquizofrénico, encontrándose a caballo entre el neurodesarrollo y los trastornos 
adultos; y una muestra del continuo que representa la patología psiquiátrica. En cualquier caso, 
existen evidencias de la implicación de un mismo locus en esquizofrenia mediante variantes 
raras o comunes. Tal es el caso del gen TAOK2, presente en la región de la CNV 16p11.2 y con 
un SNP también asociado a esquizofrenia (Steinberg y cols., 2014), o del gen ZNF804A, 
implicado en el riesgo a la enfermedad por varios estudios GWAS y en el cual también hallado 
una CNV de riesgo (Steinberg y cols., 2011b). Por tanto, la búsqueda de variantes genéticas de 
riesgo en genes candidatos por formar parte de CNV asociadas es una estrategia acertada tanto 
para localizar los genes implicados en esos loci como para revelar variabilidad de riesgo 
asociada a ellos. 
 
1.2.2.5. Next Generation Sequencing (NGS) y estudios de secuenciación en esquizofrenia. 
 Los estudios de secuenciación de interés en esquizofrenia son muy recientes. La elevada 
heterogeneidad genética de la enfermedad y la consiguiente inviabilidad económica para la 
utilización de estas técnicas, hizo esperar la llegada de los primeros resultados de secuenciación 
en esquizofrenia.  
 La historia de la secuenciación de ADN tiene su punto de partida en los métodos de 
Gilbert (Maxam y Gilbert, 1977) y de Sanger (Sanger y cols., 1977). Este último representó una 
notable mejoría respecto al primero por la menor utilización de compuestos tóxicos y 
radioisótopos durante el proceso, lo que hizo que fuese la técnica elegida para los estudios de 
secuenciación durante los siguientes treinta años y la base del Proyecto Genoma Humano 
(PGH), que finalizó, tras más de diez años de trabajo, la secuencia final del genoma 
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Más allá de los obvios y 
comentados avances de este hecho, y del impulso que esto proporcionó a los estudios genéticos 




inversión requerida pusieron de manifiesto la necesidad de mejorar las técnicas de 
secuenciación. Por esa razón, el Instituto nacional de investigación genómica humana de EEUU 
(NHGRI) financió el desarrollo de una metodología avanzada y se planteó la meta de conseguir, 
en un plazo de diez años desde entonces, la secuenciación del genoma humano con un coste 
tope de 1000$ (Liu y cols., 2012; van Dijk y cols., 2014). Esto supuso la aparición de las 
técnicas de ultrasecuenciación o secuenciación de nueva generación, del inglés Next 
Generation Sequencing (NGS), quedando la de Sanger como la de primera generación.Las 
principales ventajas que supuso esta nueva tecnología de secuenciación fueron las siguientes: 
 El proceso de clonado en bacterias fue sustituido por la creación de librerías, con 
diferencias notables entre cada plataforma (Mardis, 2008). 
 La mejoría técnica tuvo como principal consecuencia el pasar de pocos cientos a miles, 
e incluso millones, de reacciones de secuenciación en paralelo, aumentando el 
rendimiento de forma notable. 
 Ya no se necesitó la detección electroforética del producto de secuenciación, 
simplificando y acelerando el proceso de forma significativa. 
 Estas ventajas generaron, por contrapartida, una enorme necesidad de renovar y mejorar 
los métodos de alineamiento del genoma, dada la generación de miles de lecturas o reads. La 
primera plataforma en salir al mercado fue la de pirosecuenciación 454 de Roche (2005), y de 
forma consecutiva salieron la primera plataforma de Illumina (2006) y SOLiD (2007) de 
Applied Biosystems (hoy Life Technologies). La química de cada proceso es diferente y en ello 
radican las diferencias en tiempo, rendimiento y aplicaciones preferentes que se recogen en la 
tabla 1.4. Más adelante, en 2010, salió el Personal Genome Machine (PGM) de Ion Torrent 
(hoy también parte de Life Technologies), de los mismos creadores del 454, y con una química 
parecida pero en el que destaca el uso de un semiconductor como método de detección en lugar 
de la detección óptica por fluorescencia. Finalmente, también en 2010, salió al mercado la 
primera y más importante versión de una nueva metodología de ultrasecuenciación que, por su 
novedosa alternativa, se denominó secuenciación de tercera generación (Schadt  y cols., 2010). 
Es el caso del Pac Bio RS de Pacific Biosciences, que se caracteriza por sus reads de gran 
tamaño, ideales para el ensamblaje de genomas de novo o mejorar los ya existentes, y su 
impresionante rapidez en comparación con Illumina y SOLiD, las plataformas ampliamente más 
utilizadas. No obstante, su bajo rendimiento y el alto coste de utilización de esta plataforma 
hace todavía cuestionable su utilización preferente en la actualidad. 
 En el ámbito económico, se podría decir que Illumina ha sido la primera tecnología en 
llegar al objetivo de 1000$ por genoma secuenciado (figura 1.6), aunque esto ha sido 





de 18000 genomas al año (van Dijk y cols., 2014). En cualquier caso, la reducción en los costes 
de secuenciación ha sido la principal ventaja de la NGS y la razón de que se empezase a utilizar 
de forma cada vez más numerosa en el estudio genético y diagnóstico de enfermedades 
mendelianas y complejas. 
 
Tabla 1. 4. Principales características, ventajas y desventajas de las plataformas de secuenciación más 
importantes (Liu y cols., 2012; van Dijk y cols., 2014). 
  454 Illumina SOLiD Ion Torrent Pac Bio 
Longitud de lectura 
(pb) 
110 - 1000 35 - 300 35 - 75 200 - 400 4000 - 20000 
Rendimiento 
máximo (Gb) 
700 1800 320 10 0.5 
Tiempo 23 hrs 3-10 días 7 - 14 días pocas horas Minutos - horas 
tasa de error alta media baja alta alta 
Principales ventajas 
- Rápido 





- Muy rápido 




- Muy rápido 
Desventajas 
- Reactivos caros 
- Poco preciso  


















Figura 1. 6. Reducción en el coste de secuenciación de un genoma humano a lo largo de los años (Extraída de 
van Dijk y cols., 2014). 
 
 
 La ultrasecuenciación ha supuesto una revolución en el ámbito de la genética, 
posibilitando no solamente la secuenciación del genoma a un precio razonable, sino una 




que ha demostrado una mayor sensibilidad que los microarrays de expresión y permite el 
estudio de la variación genética a nivel de transcriptoma, así como los mecanismos de splicing 
que ocurren en los distintos tipos celulares y tejidos de interés (Wang y  cols., 2009). Otro 
ejemplo es el mapeo de las interacciones ADN - proteína, así como de marcas epigenéticas 
como modificaciones histónicas, mediante técnicas de inmunoprecipitación de la cromatina 
seguidas de secuenciación (CHIP-Seq), y que han hecho posible el estudio de la regulación del 
genoma de una forma sin precedentes (ENCODE Project Consortium, 2012; Kundaje y cols., 
2015). 
 Por otra parte, la secuenciación ha permitido la creación de grandes consorcios cuyo 
objetivo fuese generar repositorios de variantes a lo largo del genoma de miles de individuos. 
Tal es el caso del proyecto 1000 genomas (1000 Genomes Project Consortium, 2010; 1000 
Genomes Project Consortium, 2012), con la secuenciación inicial de 1167 individuos en una 
primera fase, 633 en una segunda y 700 en la final, con los que se pretende obtener un mapa de 
la variación genética existente en el genoma humano a través de muchas poblaciones. Esto 
supone una base de datos muy útil para comparar las frecuencias alélicas entre individuos con 
un fenotipo concreto y estas poblaciones control. De igual modo, existen otros proyectos de 
secuenciación masiva restringidos al exoma, como el caso del NHLBI Exome Sequencing 
Project (Fu y cols., 2013) o del Exome Aggregation Consortium (Lek y cols., 2015) 
 En el contexto de la esquizofrenia, y tras el último estudio de GWAS con decenas de 
miles de casos y controles, ha quedado demostrada la contribución de la variación común a la 
esquizofrenia. No obstante, el componente poligénico del 7% no explica, ni de lejos, la enorme 
heredabilidad estimada para este trastorno. Además, generalmente, esa variación no ha podido 
ser asignada a loci o genes concretos debida al bajo riesgo asociado a gran parte de las variantes 
comunes que componen esa susceptibilidad. Por otro lado, dadas las evidencias encontradas 
acerca de la contribución de las variantes raras mediante el estudio de CNV, un lógico paso a 
seguir sería explorar el escenario de la variación rara en su conjunto, estudiando las mutaciones 
puntuales, así como pequeñas inserciones y deleciones, a lo largo del genoma. Los estudios de 
asociación GWAS, basados en la estrategia indirecta de DL, no tienen capacidad para cubrir ese 
espectro de variación rara y, por ello, los avances en secuenciación y la aparición de las 
tecnologías de NGS hicieron muy viable el salto a este nuevo escenario en el que abordar el 
estudio de variantes raras no estructurales de predisposición a esquizofrenia.  
 Pese a la reducción de los costes operativos de las técnicas de ultrasecuenciación desde 
su eclosión, éstos todavía se sitúan muy por encima de los de las plataformas de genotipado. 
Esto provocó que gran parte de los estudios llevados a cabo en enfermedades complejas como la 





aproximación en este sentido sería abordar el estudio del total del exoma, es decir, la parte del 
genoma codificante (Hodges  y cols., 2007). El exoma representa menos del 2% del genoma 
pero alberga un 85% de las variantes patogénicas ligadas a las enfermedades mendelianas, por 
lo que representa una alternativa económica para capturar regiones que, a priori, podrían ser más 
susceptibles de albergar variantes patogénicas (Choi y cols., 2009b). De este modo, frente a la 
secuenciación de genoma completo (WGS, del inglés Whole genome sequencing), una 
alternativa económica muy viable es la secuenciación del exoma (WES, del inglés Whole exome 
sequencing). Una alternativa todavía más viable económicamente es la resecuenciación dirigida 
(o target resequencing) de regiones específicas amplificadas mediante PCR,  que está muy 
indicado cuando hay algunos loci que interesa estudiar en particular, consiguiendo una mayor 
cobertura y sin los elevados filtros de calidad implementados de forma sistemática en los 
estudios de exoma (Rehm, 2013). 
 En esquizofrenia, los primeros estudios, realizados mediante secuenciación de Sanger, 
se centraron en regiones específicas, como el gen DISC1 (Song y cols., 2008), el gen ABCA13 
(Dwyer y cols., 2011) u otras regiones ligados al cromosoma X, estudiados debido a la mayor 
incidencia de esquizofrenia en hombres (Piton y cols, 2011). Posteriormente, Crowley y cols. 
(2013) secuenciaron diez genes clásicos con evidencias previas en esquizofrenia (COMT, 
DAOA, DISC1, DRD2, DRD3, DTNBP1, HTR2A, NRG1, SLC6A3y SLC6A4) en 727 casos y 
733 controles, genotipando las variantes encontradas en muestras independientes de mayor 
tamaño. Los resultados de este estudio, aunque en algún caso sirvieron para poner de manifiesto 
la mayor presencia de variantes raras en casos respecto a controles, no lograron detectar ninguna 
variante que confiriese alto riesgo para padecer esquizofrenia. 
 Los primeros estudios de exoma, realizados mediante NGS, tampoco resultaron mucho 
más fructíferos (Need y cols., 2012; Timm y cols., 2013), resaltando únicamente el hallazgo de 
variantes raras no sinónimas en tres genes relacionados con el receptor de glutamato NMDAR a 
raíz de la secuenciación de exomas de cinco familias (Timm y cols., 2013). Sin embargo, 
resultaron clarificadores para descartar la existencia de variantes exónicas a frecuencias entre 1 - 
5% y OR asociado mayor que 2, delimitando la arquitectura genética de la esquizofrenia (Need 
y cols., 2012). Al no encontrarse variantes de riesgo elevado, estos estudios pusieron de 
manifiesto la necesidad imperiosa de conseguir tamaños muestrales mayores, analizar la 
acumulación de variantes en genes o grupos de genes con funciones relacionadas a fin de 
alcanzar una mayor potencia estadística y explorar nuevos escenarios como el de regiones 
reguladora no codificantes. 
 Por otra parte, la búsqueda de variantes raras de novo, tal y como había sucedido en el 




un papel muy importante en la susceptibilidad a padecer esquizofrenia, estando 
sobrerrepresentadas en individuos afectos (Girard y cols., 2011; Gulsuner y cols., 2013; Xu y 
cols., 2012a). Además, en relación a los genes encontrados con variantes de novo, se encontró 
un enriquecimiento en aquellos altamente expresados en etapas fetales (Xu y cols., 2012a) y, 
específicamente, en el córtex prefrontal (Gulsuner y cols., 2013). Gulsuner y cols demostraron 
que la edad paterna es un factor significativo para el número de mutaciones de novo en la 
progenie y, por ende, un factor de riesgo a tener en cuenta, algo en la línea de evidencias 
anteriores (Kong y cols., 2012). En este sentido, sin embargo, estudios recientes han encontrado 
tanto un riesgo asociado a la mayor edad paterna como a menor edad materna, generando un 
escenario de interacción más complejo de interpretar (McGrath y cols., 2014). Lo que sí es un 
hecho claro es que, del mismo modo que en el caso de CNV (Walsh y cols., 2008; Xu y cols., 
2008), estos estudios también apuntan a una susceptibilidad causada por eventos raros de novo 
que interrumpen la función de algunos genes como LAMA2 o DPYD, importantes durante el 
neurodesarrollo (Sullivan, Kendler y Neale, 2003; Weinberger, 1986). 
 Los dos estudios más importantes de secuenciación de exomas en esquizofrenia fueron 
publicados en el 2014 (Fromer y cols., 2014; Purcell y cols., 2014). El trabajo de Fromer y cols., 
el estudio de variación de novo en esquizofrenia más grande hasta la fecha con un total de 623 
tríos utilizados, no replicó una mayor incidencia de variantes de novo en casos respecto a 
controles, ni de forma general ni conteniendo únicamente las mutaciones de pérdida de función 
o Loss of function (LoF), definidas como aquellas más patogénicas por ser non sense (que 
provoca la aparición de un codón de terminación prematuro), de splicing (en los sitios de corte y 
empalme del ARN)o frameshift (que altera la pauta de lectura). Sin embargo, sí se observó que 
las variantes no sinónimas aparecían sobrerrepresentadas significativamente en esquizofrénicos 
en sets de genes de las proteínas glutamatérgicas de la densidad postsináptica del complejo 
ARC y  del receptor de glutamato NMDAR, previamente implicados en esquizofrenia (Kirov y 
cols., 2012; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014; 
Timm y cols., 2013), y sitios de unión a ARN mensajero de FMRP, un hecho recientemente 
observado en genes de CNV en esquizofrenia (Szatkiewicz y cols., 2014).  
 FMRP (del inglés fragile X mental retardation protein) es una proteína de unión a ARN 
cuya función, no conocida al completo, se asocia con la regulación de la traducción del ARN a 
proteínas. Su función es vital para el correcto desarrollo cerebral, y prueba de ello es que las 
mutaciones de pérdida de función en FMRP causan el síndrome de X frágil (FXS), la forma más 
común de retraso mental congénita caracterizada, entre otras cosas, por comportamientos 
autistas y convulsiones (Verkerk y cols., 1991). De hecho, la implicación de los sitios de unión 
de esta proteína ya se había observado previamente en autismo (Iossifov y cols., 2012). 





traducción durante la elongación, lo que, sumado a las otras asociaciones con proteínas 
sinápticas (ARC y NMDAR), dibujan en mayor detalle el rol de la sinapsis en el desarrollo de la 
esquizofrenia. Varios estudios han descrito los genes a los que se une esta proteína a lo largo del 
genoma (Ascano y cols., 2012; Darnell y cols., 2011). 
 
Tabla 1. 5. Mutaciones de novo en esquizofrenia, y comparación con autismo y retraso mental, en las tres 
categorías de genes con resultados más significativos. Los estudios comparados en esquizofrenia son los que 
aparecen en la tabla, y en autismo y retraso mental son los indicados en Fromer y cols. (2014). NS = variante no 
sinónima;  LoF = Variante de pérdida de función; entre paréntesis se indica el número de genes afectados en cada 
categoría para cada estudio o grupo de estudios (Fromer y cols., 2014). 
Set de genes 





Genes (N) 784 28 60 
Fromer y cols. 
(2014) 
NS (482) 
Valor P 0.0094 0.00048 0.025 
Nvar 64 6 6 
LoF (64) 
Valor P 0.37 0.005 0.035 
Nvar 7 2 2 
Gulsuner y cols. 
(2013) 
NS (68) 
Valor P 0.065 1 1 
Nvar 11 0 0 
LoF (12) 
Valor P 1 1 1 
Nvar 0 0 0 
Xu y cols. (2012) 
NS (137) 
Valor P 0.027 1 0.13 
Nvar 21 0 2 
LoF (20) 
Valor P 0.55 1 0.086 
Nvar 2 0 1 
Estudios Autismo* 
NS (789) 
Valor P 0.003 0.22 0.031 
Nvar 102 3 8 
LoF (134) 
Valor P 0.0003 0.22 0.46 




Valor P 2.0 x 10-5 2.0 x 10-5 2.0 x 10-5 
Nvar 40 5 8 
LoF (34) 
Valor P 6.80 x 10-4 1.50 x 10-3 2.0 x 10-5 
Nvar 10 2 5 
 
 Otro hecho destacable del estudio de Fromer y cols. (2014) es que las mutaciones de 
novo de pérdida de función, que de por sí no están sobrerrepresentadas en esquizofrenia, sí lo 
hacen cuando se seleccionan los pacientes con mayor fracaso escolar, arrojando la posibilidad 
de un impacto en el neurodesarrollo que explicaría la diversidad fenotípica asociada a ellas. En 
cualquier caso, parece claro que el riesgo en esquizofrenia es menor en comparación con 




variantes raras en estos grupos de genes tiene sentido desde la perspectiva del trastorno de 
neurodesarrollo, donde la esquizofrenia representaría la versión leve y el retraso mental la más 
grave. Una evidencia adicional de esta hipótesis es el hecho de que las mutaciones de novo en 
esquizofrenia tienden a ocurrir en genes con mutaciones de novo reportadas en autismo y retraso 
mental (McCarthy y cols., 2014), ampliando la resolución del efecto pleiotrópico de estas 
variantes del nivel de locus (en estudios de CNV) al de gen. 
 El otro gran estudio de exoma en esquizofrenia (Purcell y cols., 2014), que se llevó a 
cabo mediante la secuenciación de 2536 casos y 2543 controles, es el mayor hasta la fecha. En 
él, la acumulación de variantes raras y funcionales no logró significación estadística en ningún 
gen tras las correcciones por múltiples test. Sin embargo, tras seleccionar un total de 2546 genes 
de categorías previamente implicadas en la enfermedad, se alcanzaron asociaciones 
significativas tanto para el total de genes, como para muchas de los sets seleccionados para el 
estudio. La acumulación de variantes de pérdida de función disruptivas era consistente en 
diferentes umbrales de frecuencia (tabla 1.6). Algo que, en menor medida, ocurría con las NS 
strict (variantes no sinónimas y patogénicas según cinco predictores de funcionalidad in silico 
diferentes). Las variantes NS broad (no sinónimas y patogénicas según al menos uno de los 
cinco predictores utilizados) ya no mostraron significación en el total de genes seleccionados, 
aunque sí lo hicieron para categorías concretas (tabla 1.6). 
Del estudio de Purcell y cols. Se obtienen unos resultados que solapan en gran medida 
con los de Fromer y cols (2014), y otros anteriores (Girard y cols., 2011; Xu y cols., 2012a), 
para variantes de novo. De nuevo, las proteínas post sinápticas de los complejos glutamatérgicos 
ARC y NMDAR (aunque este último no pase la corrección por múltiples test) se ven implicados 
(Tabla 6), con valores de OR mayores que 5, así como los lugares de unión de la proteína 
FMRP. En este estudio, además, también se observa un solapamiento con uno de los más 
importantes y consistentes hallazgos de los estudios de GWAS, que lo constituyen los miembros 
de los canales de Calcio. 
 Este estudio también demostró, por primera vez en trabajos de secuenciación, la 
existencia de un componente poligénico para el riesgo asociado a estas variantes de baja 
frecuencia. Esta contribución de cientos de genes al desarrollo de la esquizofrenia es, sin 
embargo, un orden de magnitud menor al hallado en variantes comunes (Schizophrenia 
Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014).  
 Como conclusión a la revisión de los estudios de secuenciación en esquizofrenia, se 
pueden sacar dos conclusiones mayores. En primer lugar, los tamaños de muestras utilizados 
siguen resultando insuficientes para alcanzar la potencia estadística necesaria para variantes de 





bastante pobre en resultados, y no explica la varianza genética no común que se le podía 
presuponer en un principio. Es evidente que hacen falta estudios de genoma completo u otros de 
resecuenciación de regiones específicas con potencial papel regulador, de forma que nos 
permita tener una visión de la variación rara más allá de las regiones codificantes. 
 
Tabla 1. 6. Valores P referidos a la acumulación de variantes en los 2546 genes seleccionados por su 
implicación previa en esquizofrenia, así como en cada una de las categorías por separado. En negrita se resaltan los 
valores significativos tras correcciones por múltiples test. Datos extraídos de Purcell y cols. (2014). 
Tipo de variante Set N genes singletons MAF < 0.1% MAF < 0.5% 
Disruptive Toda la selección 2546 0.0008 0.0001 0.0002 
NSstrict     0.0059 0.0015 0.011 
NSbroad     0.0986 0.1295 0.1126 
Disruptive 
SCZ de novo   
   
Seq Exoma (disruptive) 87 0.0319 0.0007 0.0003 
Seq Exoma (NS) 611 0.0053 0.0011 0.0055 
CNV   
   
 genes CNV de novo 234 0.0234 0.0039 0.0124 
 genes CNV en SCZ 345 0.3308 0.4596 0.4376 
GWAS   
   
Canales de Calcio 26 0.0019 0.0214 0.0212 
 SNP (P < 10-4) 479 0.1794 0.0368 0.0037 
sitios de unión de MIR137  446 0.6573 0.5609 0.4747 
Sinapsis   
   
Densidad post sináptica 685 0.0808 0.1154 0.1256 
ARC 28 0.0016 0.0014 0.0014 
NMDAR  61 0.0158 0.0251 0.0252 
PSD-95 65 0.0017 0.0009 0.001 
mGluR5 39 0.1327 0.09 0.0902 
 
 
1.2.3. Arquitectura genética de la esquizofrenia 
El desarrollo tecnológico y las consecuentes técnicas desarrolladas durante los últimos 
años para el estudio del componente genético de la esquizofrenia no han conseguido, pese a los 
grandes descubrimientos al respecto, encontrar respuestas para la elevada heredabilidad que se 
le atribuye.  La complejidad de la esquizofrenia en el campo clínico y del diagnóstico se ha 
demostrado igual o mayor desde el punto de vista genético, lo que puede explicar la 
sintomatología compartida y comorbilidad elevada con otras patologías psiquiátricas (Craddock 
y Owen, 2010; Doherty y Owen, 2014). Sin embargo, a día de hoy, podemos sacar algunas 




instancia, pueden ser útiles a la hora de determinar la dirección que se debería elegir para 
futuros esfuerzos en el estudio de esta enfermedad, y conseguir implementar un diagnóstico 
clínico y unas políticas de prevención basadas, en una mayor medida, en aspectos genéticos 
concretos.  
 
1.2.3.1. Hipótesis variante común – enfermedad común Vs hipótesis variante rara – enfermedad 
común 
Los estudios familiares, en gemelos y de adopción han servido para demostrar una muy 
alta heredabilidad en la esquizofrenia (65 - 80%), pero la falta un patrón de herencia 
determinado y el descubrimiento progresivo de muchos loci relacionados con la enfermedad 
revelaron que la esquizofrenia es una patología multifactorial compleja, al igual que otros 
trastornos psiquiátricos (O‘Donovan y cols., 2009). 
Esta complejidad desde el punto de vista genético fue abordada, teóricamente, desde dos 
hipótesis diferentes, mediante las cuales se buscaba explicar la alta incidencia en la sociedad 
(Messias y cols., 2007). Una defiende la susceptibilidad genética provocada por variantes 
comunes de frecuencia elevada en la población y otra atribuye el riesgo principalmente a 
variantes raras de origen reciente.  
La hipótesis enfermedad común- variante común surgió en primer lugar (Lander y 
cols., 1996). Como consecuencia de la elevada prevalencia de la esquizofrenia, diversos 
investigadores pensaron que la patología debía estar causada principalmente por muchas 
variantes de bajo riesgo que alcanzaban una frecuencia elevada en la población (> 1%) al no ser, 
de forma individual, factores de riesgo suficientemente elevados como para estar sometidas a 
selección purificadora. 
Los estudios de asociación son una estrategia más potente para descubrir variantes 
genéticas de susceptibilidad a esquizofrenia que obedezcan este contexto teórico (Risch y 
Merikangas., 1996). El PGH permitió conocer a completo la secuencia del genoma. Ello 
sumado al desarrollo de arrays de genotipado, cada vez con mayor resolución, y del proyecto 
HapMap, que supuso el conocimiento de la estructura haplotípica a lo largo del genoma, 
permitió la realización de los estudios de GWAS (mediante asociación indirecta por DL), 
alcanzando tamaños de muestras muy elevados en los últimos estudios (Ripke y cols., 2013a; 
Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014).  
Los estudios de asociación revelaron la implicación de más de 100 loci independientes, 





argumentales de esta teoría acerca de la existencia de variación genética común eran ciertas. Sin 
embargo, y pese a los más de 50000 individuos esquizofrénicos utilizados en el GWAS de 
mayor tamaño (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014), 
el componente poligénico no supera el 7%, lo que se aleja notablemente de las estimaciones de 
heredabilidad. Por tanto, a día de hoy existen suficientes indicios para pensar que la hipótesis 
enfermedad común – variante común podría no ser la única explicación de la susceptibilidad 
genética subyacente de la esquizofrenia. 
 Por otra parte, otros autores defendieron la importancia de la variación rara o 
infrecuente como mecanismo genético mayoritario de riesgo en la esquizofrenia (Manolio y 
cols., 2009; McClellan y cols., 2007; Pritchard, 2001). Bajo la hipótesis enfermedad común - 
variante rara (ECVR), múltiples variantes raras de susceptibilidad de riesgo moderado 
estarían influyendo en el desarrollo de la esquizofrenia, sin que ninguna de ellas fuera por sí 
sola determinante para el fenotipo. La esquizofrenia es una enfermedad que aparece 
predominantemente durante la adolescencia e inicio de la adultez,  lo que es consistente con la 
fertilidad reducida asociada a ella (Haukka y cols., 2003). Esto genera una selección negativa de 
este fenotipo que contrastaría con la persistencia de variantes comunes a lo largo de muchas 
generaciones, pues la selección purificadora no permitiría que estas alcanzasen frecuencias 
elevadas si realmente están asociadas con el riesgo a padecer la enfermedad. En este sentido, 
estos autores plantean la existencia de variantes de novo en la línea germinal (Crow, 2003) o de 
aparición reciente en la población que desaparecerían a lo largo de pocas generaciones, o bien 
segregarían en la población a frecuencias bajas cuando su riesgo asociado fuese menor (Gorlov 
y cols., 2003). 
 El desarrollo y aumento de resolución de las tecnologías de genotipado han permitido la 
búsqueda de variantes estructurales de tamaño menor al detectable por las técnicas de 
citogenética clásica, lo que demostró la gran contribución de las CNV a la susceptibilidad 
genética de la esquizofrenia (Malhotra y cols., 2012; Rees y cols., 2014; Walsh y cols., 2008). 
Estos hallazgos revelaron la predisposición genética de variantes raras de riesgo elevado a este y 
otros trastornos psiquiátricos, así como a trastornos severos del desarrollo, siendo una 
demostración tanto de la contribución de la variación rara al trastorno psiquiátrico como de la 
naturaleza de la esquizofrenia como trastorno del neurodesarrollo (Walsh y cols., 2008).  
 Por su parte, la contribución de la variación rara puntual, a nivel de nucleótido, pudo 
estudiarse con el reciente impulso al desarrollo de las plataformas de secuenciación de NGS, lo 
que ya ha demostrado el papel de lo que podrían ser cientos o miles de loci a lo largo de miles 
de exomas de pacientes que, albergando variación rara, se encuentran implicados en la 




un componente poligénico de un orden de magnitud inferior al encontrado en la variación 
común (Purcell y cols., 2014) pone de manifiesto la multifactorialidad genética en variación rara 
así como la pobre explicación de la heredabilidad conseguida con estos estudios. 
 Desde el punto de vista de la arquitectura genética, se puede concluir que hay 
suficientes razones para afirmar que ambas hipótesis no son excluyentes (Goldstein y Chikhi, 
2002), sino que el riesgo causado por la aparición de una variante rara de efecto medio podría 
ser o no determinante para el fenotipo en función de la combinación con la variación común en 
genes de susceptibilidad a esquizofrenia, así como de las interacciones epistáticas entre los 
genes afectados. 
 En la figura 1.7 se representa la dificultad subyacente de los estudios genéticos para la 
detección de variantes asociadas en función de la naturaleza de las mismas. Variantes de alto 
riesgo y comunes en la población son muy fáciles de detectar pero escasas (y no existentes en 
esquizofrenia), mientras que variantes raras de efecto muy bajo requieren de enormes tamaños 
de muestra en estudios de asociación para su detección, por lo que tampoco interesa su 
búsqueda dada su escasa repercusión en el fenotipo. Las dos líneas de puntos encierran la 
varianza genética más relevante, que va desde variantes comunes de bajo riesgo (hipótesis 
ECVC, estudiable mediante estudios de asociación) hasta variantes raras de alta predisposición 
(hipótesis ECVR, con estudios de CNV, ligamiento y secuenciación), pasando por variantes de 
frecuencia y riesgo intermedios (estrategias específicas para cada caso).  
 
1.2.3.2. Heredabilidad perdida 
La conclusión más importante, sin embargo, que se puede extraer de los múltiples estudios 
genéticos en esquizofrenia es que, pese al gran número de resultados satisfactorios, no se ha 
conseguido explicar la mayor parte de la heredabilidad que atribuye a la varianza genética entre 
un 65 y un 80% de la varianza fenotípica. 
 Una de las posibles causas valoradas es la sobreestimación de la heredabilidad en los 
cálculos realizados. Esto podría ser debido, por ejemplo, a no haber conseguido separar 
completamente el ambiente compartido en los estudios de adopción. Sin embargo, pese a que 
algunas estimaciones pudieran estar infladas, la mayor parte de la comunidad científica es 
partidaria de la idea de que esto no sería suficiente como para reducir el enorme margen de 
diferencia entre la heredabilidad explicada y la estimada (Maher, 2008). Por otra parte, no hay 
que olvidar que la heredabilidad es un concepto propio de cada población, de modo que una 
población sometida a un factor ambiental de riesgo medio para el desarrollo de la esquizofrenia, 





prácticamente nula. Por esa razón, tampoco sería descabellado pensar que muchos estudios 
realizados en países con un ambiente más "adverso", podrían conducir a infraestimaciones, si de 
ella se extrapola el valor de la heredabilidad media interpoblacional. 
 
Figura 1. 7. Viabilidad en la detección de variantes genéticas  en función del riesgo y de la frecuencia de las 
mismas en la población. Figura adaptada de Manolio y cols. (2009). 
 
  
Otro factor que podría estar detrás de las heredabilidades perdidas en trastornos complejos 
es la epigenética (Trerotola y cols., 2015). Pese a que las marcas epigenéticas como la 
metilación del genoma y las modificaciones químicas de las histonas se eliminan en su mayoría 
tras la fecundación y otros momentos específicos como la meiosis gametogénica, se ha visto que 
algunos patrones epigenéticos permanecen y podrían heredarse del mismo modo que los 
cambios en la secuencia nucleotídica (Gkountela y cols., 2015; Smith y cols., 2014), 
incluyéndose por tanto en la varianza genética (Trerotola y cols., 2015). No obstante, la 
aportación puramente epigenética parece bastante discutible. A parte de la dificultad de escindir 
la herencia epigenética de modificaciones en el epigenoma no heredadas, sino como medio 
biológico por el cual las células ejecutan su adaptación rápida a los cambios ambientales, 
diversos estudios han revelado que las diferencias en las modificaciones histónicas u otras 
modificaciones químicas podrían tener su origen en variantes genéticas situadas en regiones 
reguladoras (Kilpinen y cols., 2013; McVicker y cols., 2013). En este sentido, los análisis más 




psiquiátricas están enriquecidos en genes implicados en la modificación química de histonas 
(Network, T., & Pathway Analysis Subgroup of the Psychiatric Genomics Consortium, 2015). 
Por ello, si bien los estudios de asociación consiguen capturar la variación común a lo largo 
de todo el genoma, los estudios de secuenciación se han focalizado en la variación codificante 
como primera aproximación, lo que deja una pieza fundamental del puzle genético que no ha 
sido tenida en cuenta. Del mismo modo que los estudios de GWAS demuestran la contribución 
de mecanismos de regulación fuera del exoma, la variación rara en regiones reguladoras, 
mediante resecuenciación de regiones específicas o del genoma completo, debe ser el siguiente 
paso a dar en la búsqueda de las variantes de susceptibilidad  a esquizofrenia. Tal vez, la 
respuesta a la heredabilidad no explicada todavía se encuentre en la contribución de la hipótesis 
enfermedad común – variante rara más allá de la secuencia codificante. 
 
1.3. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA EN ESQUIZOFRENIA 
 
1.3.1. Estrategias para abordar un estudio de regulación de la expresión génica en 
esquizofrenia 
 Con las numerosas evidencias de que una gran parte de la genética de la esquizofrenia 
se debe a variabilidad en regiones no codificantes, se hace insuficiente el valor de la secuencia 
del genoma humano y más evidente la necesidad de un conocimiento mucho más exhaustivo 
acerca de los elementos funcionales que éste alberga. Igualmente, se requiere información 
acerca de cómo interactúan entre ellos para dar lugar a los diferentes fenotipos característicos de 
las enfermedades complejas como en el caso de la esquizofrenia u otros trastornos psiquiátricos.  
 De los más de 10000 SNP asociados con diferentes fenotipos en los estudios de GWAS 
hasta la fecha, hasta un 88% se encuentran fuera de las regiones codificantes (Hindorff y cols., 
2009). Sin embargo, la mayoría no ofrece ninguna evidencia biológica de cómo puede afectar al 
desarrollo de la enfermedad. La variación común de muchas enfermedades complejas está 
fuertemente relacionada con la regulación genética (Maurano y cols., 2012), pero así como 
diversos algoritmos de predicción funcional permiten el análisis in silico de variantes 
codificantes no sinónimas, la interpretación de la posible repercusión de variantes reguladoras 
es más complicada.  
 En el caso de la esquizofrenia, solo 10 de las más de 100 regiones asociadas se pueden 
atribuir de forma fidedigna a cambios en la secuencia aminoacídica (Schizophrenia Working 
Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014), lo cual ya nos indica la máxima 





inferir la posible causa biológica de las enfermedades con las que se asocian. Del mismo modo, 
otros elementos como los genes diana de la proteína FMRP (Fromer y cols., 2014; Purcell y 
cols., 2014) o los que regulan las modificaciones químicas en las histonas (Network, T., & 
Pathway Analysis Subgroup of the Psychiatric Genomics Consortium, 2015), demostraron que 
la regulación post transcripcional y de los mecanismos epigenéticos, respectivamente, están 
muy relacionados con el desarrollo de la esquizofrenia. Es por ello que la heredabilidad perdida 
característica de la esquizofrenia podría deberse a la variación genética rara en regiones 
reguladoras, algo que no se ha podido capturar con los métodos implementados hasta la fecha 
entre otras cosas por la complicada interpretación y escasa información que podrían aportar las 
posibles asociaciones. De cara a conocer la arquitectura de la regulación de expresión en la 
esquizofrenia, es necesario abordar el estudio desde distintos puntos de vista (figura 1.8). 
 En primer lugar, la expresión génica ocupa una posición clave en el flujo de la 
información biológica de un organismo. Por un lado, representa el output de los 
mecanismos genéticos y epigenéticos de regulación que operan a nivel de la secuencia 
de ADN y a través de la interacción con el entorno. Por otro lado, representa el imput de 
de la mayoría de procesos biológicos que se valen de la presencia de proteínas y otras 
especies moleculares para tener lugar. Si bien la utilización de organismos modelo es 
una opción muy adecuada para el estudio de vías moleculares determinadas, en el caso 
del sistema nerviosos central (SNC) y particularmente el cerebro, es más complicado 
extrapolar resultados de los mecanismos de regulación de estudios animales (Johnson y 
cols., 2009; Nord y cols., 2015), pudiendo no corresponderse los fenotipos con 
mutaciones similares (Liao y Zhang, 2008). Es por ello que el conocimiento del 
transcriptoma del cerebro humano en el contexto de la esquizofrenia es esencial para 
entender qué funciones pueden verse alteradas a raíz de la expresión diferencial de 
determinados genes. 
 En segundo lugar, dada la importancia de algunos genes en el contexto del 
neurodesarrollo cerebral, es muy factible que la arquitectura del proceso de 
transcripción de estos genes se haya conservado a lo largo de la evolución o haya 
sufrido cambios en el linaje humano. El rastreo de genes o regiones próximas a ellos, 
cuya secuencia ha sido conservada a lo largo de la evolución de los vertebrados, 
mamíferos o primates, puede permitir seleccionar loci de elevado potencial regulador 
para un análisis más profundo de la variación genética en el contexto de las 
enfermedades complejas. 
 Finalmente, Dada la implicación de regiones no codificantes en la genética de la 
esquizofrenia, es preciso conocer la estructura funcional del genoma a nivel de 




intervienen muchos elementos reguladores y la alteración de alguna de las etapas del 
mismo puede provocar cambios significativos en el fenotipo final. Por ello, es muy 
importante conocer los elementos funcionales del genoma para poder interpretar la 
variación genética presente en estos loci. 
 La integración de los estudios genéticos y de expresión permite localizar las regiones 
del genoma que albergan variantes que influyen en los niveles de expresión, denominadas 
eQTLs (del inglés expression quantitative trait loci), lo que ha sido objeto de muchos estudios 
en diversas enfermedades complejas durante los últimos años (Albert y Kruglyak, 2015). Esta 
influencia puede deberse a variación genética que actúa directamente o en cis, como en la 
alteración de la secuencia de unión de un factor de transcripción en el promotor del gen que 
regula, o de forma indirecta o en trans, como por ejemplo mediante la variación en la secuencia 
de un cofactor cuya estructura alterada reducirá la eficiencia de la transcripción de los genes que 
regula. Del igual modo, la variación también puede ser reguladora por alterar la dinámica de los 
estados de la cromatina u otros patrones epigenéticos (Johannes y cols., 2008), dando lugar a los 
epigenetic quantitative trait loci (epiQTLs) o por influir en los niveles de proteína (Melzer y 
cols., 2008), caso de los protein quantitative trait loci (pQTLs). En cualquier caso, la 
caracterización de los elementos funcionales del genoma es condición necesaria para interpretar 
la variación genética en regiones no codificantes del genoma (figura 1.8). 
 






1.3.2. Estudios de expresión en esquizofrenia 
 
 
1.3.2.1. Técnicas en el estudio de la expresión génica.  
 Los primeros estudios para comparar la expresión génica en cerebros de esquizofrénicos 
y controles sanos se realizaron en microarrays de expresión, similares a los de genotipado, 
pero en los que se cuantifica la unión de los genes transcritos mediante sondas complementarias 
a la secuencia de los mismos. De este modo, los niveles de expresión de miles de genes se 
controlan simultáneamente para estudiar los efectos de ciertos tratamientos, enfermedades y/o 
etapas de desarrollo sobre la expresión génica. La tecnología de microarrays también se puede 
utilizar para medir la expresión en todo el transcriptoma y así identificar genes con niveles de 
expresión significativamente diferentes en cerebros de casos y controles, de modo que se 
puedan generar hipótesis sobre el posible riesgo de determinados genes para el desarrollo de la 
enfermedad. El continuo desarrollo de esta tecnología ha permitido cuantificar isoformas de 
splicing alternativo mediante sondas que abarcan la unión de diferentes exones (Clark y cols., 
2002). 
 Sin embargo, son muchas las limitaciones de los microarrays de expresión. Pese a su 
aceptable coste, en chips de alta resolución, el coste económico se dispara y se hace inviable 
para muchas aplicaciones. En segundo lugar, la alta dependencia del conocimiento de la 
secuencia de los genes analizados origina problemas cuando hay variaciones en ella en 
determinados tejidos o líneas celulares no conocidas. Por otra parte, dado que se fundamenta en 
la unión de la sonda con la secuencia de interés, es muy habitual el ruido de fondo producto de 
la hibridación inespecífica (Okoniewski y Miller, 2006). Esto reduce la sensibilidad para la 
medición de genes de baja expresión, y en conjunción con la saturación fotométrica a elevados 
niveles, reduce el rango dinámico en el cual se pueden cuantificar las distintas especies de ARN. 
 Otros métodos se valieron de la secuenciación de Sanger para el estudio de la expresión 
génica con el análisis de marcadores de secuencia expresada o EST (del inglés Expressed 
sequence tags), mediante los cuales subfragmentos de los genes eran secuenciados y 
cuantificados para inferir de ellos la expresión de los genes. En este sentido, técnicas como 
SAGE, del inglés Serial analysis of gene expression (Velculescu y cols., 1995), o CAGE 
(Shiraki y cols., 2003), del inglés Cap based analysis of gene expression, mediante la cual se 
secuencia el extremo 5' de los ARNm con proteína CAP en su extremo, son algunos ejemplos. 
Estos métodos demostraron un alto rendimiento y mayor sensibilidad y precisión que los 
microarrays de expresión, pero las limitaciones de la secuenciación de Sanger y la 





 La aplicación de las tecnologías de ultrasecuenciación (NGS) a los estudios de 
expresión supuso una auténtica revolución por la combinación de su  alto rendimiento y 
reducido coste (Wang y cols., 2009b). La ultrasecuenciación de ARN o RNA-seq tiene lugar 
mediante la secuenciación de las especies de ARN fragmentadas, previa conversión a ADN 
complementario, con las plataformas de NGS utilizadas en la secuenciación de ADN (tabla 
1.4). Conlleva, además, una serie de importantes ventajas respecto a los métodos predecesores. 
 En primer lugar, en lugar de la detección fotométrica de los chips de expresión, la 
cuantificación de los genes se hace mediante el cálculo de la profundidad de cobertura 
en el mapeo frente a genoma o transcriptoma de referencia. Este mapeo frente a una 
secuencia de referencia es mucho más específico que la hibridación a las sondas de los 
microarrays, y por ello el ruido de fondo es mucho menor, pudiendo analizar genes 
cuyos niveles de expresión son reducidos. Del mismo modo, esta metodología no 
presenta un límite máximo de detección en tanto que no ocurre la saturación propia de 
detectores fotométricos. Por estas características, la RNA-seq presenta un amplio rango 
dinámico en el que cuantificar diferencias de expresión entre diferentes genes. 
 Como alternativa al mapeo frente a un genoma de referencia, es posible usar las lecturas 
para el ensamblaje de un trasncriptoma de novo, lo cual es muy interesante para 
descubrir especies o isoformas nuevas presentes en la transcripción de determinados 
tejidos. Así, el análisis del transcriptoma no se limita a las especies cuya secuencia es 
conocida. 
 La resolución del método es máxima (a nivel de base nuecleotídica), por lo que 
constituye la mejor técnica para el análisis de la conectividad entre exones y de 
isoformas de splicing alternativo. 
 Se trata de una técnica muy precisa, tal y como ha sido comprobado mediante RT-PCR 
(Nagalakshmi y cols., 2008), altamente reproducible (Cloonan y cols., 2008), lo que 
permite la comparación de resultados de diferentes estudios con mayor facilidad que 
con otros métodos, y con baja utilización de muestra de ARN. 
 Finalmente, y como algo muy innovador respecto a las técnicas homólogas, permite el 
estudio de la variación genética a escala de trasncriptoma (Piskol y Ramaswami, 2013). 
A pesar de no cubrir la totalidad del genoma, permite un análisis de los procesos de 
modificación de la secuencia de ARN post trasncripcional o RNA editing (Ramaswami 
y cols., 2013) y la comparación con estudios de WGS o WES sirve como validación de 
los mismos. En el caso de la esquizofrenia y otras enfermedades psiquiátricas como el 
autismo, es necesario señalar que uno de los grupos de genes asociados por la presencia 
de variantes raras son las dianas de las proteínas de unión a ARN como FMRP (De 





frecuentemente unidas a las regiones codificantes, y con efectos sobre la regulación de 
la traducción. Por otra parte,  la variación genética en los lugares de unión de miRNAs 
implicados en esquizofrenia (Perkins y cols., 2007), así como en algunas especies de 
miRNAs y en particular MIR137 (Ripke y cols., 2013a), se pueden estudiar mediante 
RNA-seq permitiendo, además, comprobar si las especies mutadas se expresan en el 
tejido de estudio y tienen mayor evidencia de ser patogénicas. Un estudio reciente 
demostró la presencia de sitios de unión de miRNAs en cerebro humano en más de 
3000 genes distintos (Boudreau y cols., 2014), constituyendo una herramienta muy 
valiosa para el estudio combinado de la variación genética que afecte a esos lugares de 
unión y la expresión de los genes diana, analizando el efecto in situ de esas variantes. 
 De igual modo que con la aplicación de las tecnologías de NGS en el estudio de ADN, 
los resultados provenientes de RNA-seq requieren de software sofisticado por el volumen de 
información y la necesidad de alcanzar unos estándares de calidad aceptables. En los análisis de 
expresión entre muestras de casos y controles, los archivos de secuencias mapeadas frente al 
genoma o transcriptoma de referencia se analizan mediante diversas pruebas estadísticas para 
determinar la presencia de genes diferentemente expresados (DE) entre casos y controles. 
Existen muchos software con algoritmos más o menos parecidos en los que se puede 
implementar este análisis, pero se puede dividir en dos tipos principales: 
 Métodos que analizan la expresión a nivel de gen: Mediante estos métodos se 
cuantifican las especies deseadas (por ejemplo, todos los genes de RefSeq o Gencode), 
indicando las posiciones que ocupan en el genoma. Estos programas ejecutan la 
comparación de expresión mediante el análisis de la distribución binomial de las 
lecturas de los genes en casos y controles, por lo que se conocen como métodos basados 
en lecturas (count-based methods). EdgeR (Robinson y cols., 2010) y DESeq (Anders y 
Huber, 2010) son los principales software más utilizados en este sentido. 
 Métodos que analizan la expresión a nivel de tránscrito: Estos software de diseño más 
reciente permiten la cuantificación a nivel de isoforma transcrita, lo que presenta la 
principal ventaja de conocer la arquitectura del splicing en un tejido concreto, y su 
posible relación con la condición o enfermedad estudiada. Cufflinks (Trapnell y  cols., 
2012) es el principal ejemplo de este tipo. A diferencia de los anteriores, utiliza como 
medida de expresión fragmentos por kilobase de longitud y millón de lecturas mapeadas 
(FPKM), lo que permite una normalización de los distintos grados de expresión de los 





 Un estudio reciente, en el que se analizaron los parámetros de rendimiento y calidad de 
los tres software citados, demostró que, si bien Cufflinks presenta una clara ventaja sobre la 
utilidad en el estudio de nuevas isoformas, las metodologías basada en lecturas de EdgeR y 
DESeq mostraron una mayor precisión cuando se estudiaba la expresión a nivel de gen (Zhang y 
cols., 2014b). Esto indica que ambas posibilidades son complementarias, y la elección de una u 
otra dependerá del tipo de estudio deseado. 
 Por otra parte, en los últimos años han sido varios los proyectos que se han valido de los 
avances técnicos y los mayores tamaños muestrales para tratar de describir el transcriptoma a 
través de las dimensiones espaciales y temporales, de forma que se pueda mejorar el 
conocimiento al respecto mediante una visión global de los patrones de expresión génica en los 
diferentes tejidos y a lo largo de las distintas etapas vitales. Gracias a estos esfuerzos, estas 
bases de datos de libre acceso constituyen herramientas muy buenas para tratar de interpretar 
resultados genéticos en combinación con datos de expresión.  
 Un ejemplo importante es el del proyecto GTEx (Lonsdale y cols., 2013). Este proyecto 
nació del impulso del Instituto nacional de salud estadounidense (NIH) con el propósito de 
conocer la expresión genética a lo largo de más de 50 tejidos del cuerpo humano en cientos de 
individuos y, además, mediante el análisis combinado con herramientas de genotipado, 
proporcionar información de la variabilidad genética común entre individuos para detectar y 
caracterizar los eQTLs que influyen en la expresión génica en cada tejido (Ardlie y cols., 2015). 
En el contexto cerebral, destaca también el BrainSpan Atlas Atlas (www.brainspan.org), un 
proyecto que ha conseguido desvelar los patrones de transcripción cerebral de los genes a lo 
largo del desarrollo, algo que ha servido para demostrar que el 84% de los genes se transcriben 
en el cerebro en algún momento de la vida (Hawrylycz y cols., 2012). 
 Otros estudios han volcado sus esfuerzos en desvelar qué genes son específicos de los 
tipos celulares cerebrales (Cahoy y cols., 2008; Zhang y cols., 2014a) y cuáles se coexpresan 
siguiendo patrones similares a lo largo de la vida humana (Hawrylycz y cols., 2012) o durante 
neurodesarrollo fetal (Miller y cols., 2014). Con los resultados de estos trabajos, se ha 
demostrado que muchos genes que se coexpresan siguiendo un perfil determinado son más o 
menos específicos de según qué tipo celular, estableciéndose relaciones muy reveladoras entre 
el momento de la transcripción y el tipo celular implicado (Mistry y cols., 2013b). Xu y cols., 
sirviéndose de los datos de RNA-seq de BrainSpan, diseñaron una novedosa herramienta 
denominada CSEA (del inglés Cell - type enrichemnt analysis), mediante la cual se puede 
analizar si un conjunto de genes de interés está significativamente enriquecido en aquellos 
específicos de tipos determinados celulares en distintas áreas cerebrales y en distintos 





los genes sobreexpresados en muestras de cerebros de individuos con autismo son 
característicos de astrocitos, oligodendrocitos y células del sistema inmune, mientras que los 
genes candidatos en autismo por estudios genéticos previos eran característicos de neuronas 
corticales y talámicas.  
 La utilización de estas bases de datos en estudios genéticos ha servido para revelar la 
conexión entre patrones de expresión y variantes patogénicas en esquizofrenia (Gilman y cols., 
2012; Xu y cols., 2012a). Tanto los trabajos de Xu y cols. como los de Gilman y cols. 
demostraron una acumulación significativa de las variantes genéticas en genes altamente 
expresados durante el desarrollo prenatal. Igualmente, otro estudio coetáneo demostró que 
módulos de coexpresión enriquecidos en genes neuronales (de sistemas de GABA y glutamato) 
y de oligodendrocitos presentaban una acumulación estadísticamente significativa de variantes 
genéticas de riesgo a esquizofrenia (Roussos y cols., 2012). Posteriormente, Gulsuner y cols., 
mediante el estudio combinado del exoma de más de 100 tríos con datos de expresión 
espaciotemporal de BrainSpan, también demostraron que las variantes de novo patogénicas se 
acumulaban significativamente en genes críticos de la neurogénesis en córtex prefrontal 
(Gulsuner y cols., 2013). 
 
1.3.2.2. Genes diferentemente expresados (DE) en esquizofrenia  
 En el contexto de la esquizofrenia, muchos estudios se han llevado a cabo para 
determinar la expresión diferencial en casos y en controles a partir de muestras de cerebro post 
mortem.  
 Los primeros casos de trabajos realizados para buscar diferencias de expresión en 
microarrays fueron escasamente replicados, habiendo importantes limitaciones como la 
diferencia entre plataformas utilizadas, la edad de la muestra empleada, causa de muerte o 
protocolos estadísticos diferentes (Sequeira y cols., 2012). Estas limitaciones, que eran más 
propias de los métodos inicialmente empleados, también son extensibles en menor medida a los 
actuales, aunque las más importantes son la calidad y el tamaño de muestra (Mistry y cols., 
2013a). La dificultad para obtener tejido cerebral humano post-mortem de alta calidad y la 
ausencia de tamaños de muestra suficientes para superar la variabilidad individual son los 
grandes inconvenientes de la aplicación de tecnologías genómicas en estos estudios. Es por ello 
que los estudios de expresión comparada caso - control no han utilizado tamaños de muestras 
mayores a treinta individuos, llegando en casos específicos de colaboraciones a poco más de 




 A pesar de las limitaciones al respecto de los chips de expresión, muchos genes DE en 
pacientes esquizofrénicos fueron reportados en numerosos estudios. Los primeros trabajos 
estuvieron enfocados al estudio del córtex prefrontal, en concreto el área dorsolateral (DFC). 
Esta región, que es la última en mielinizarse del cerebro, fue objeto de estudio inicialmente en 
esquizofrenia debido a su continuo y activo desarrollo hasta la adolescencia y por su papel en la 
regulación de las funciones ejecutivas y de socialización del cerebro (Lenroot y Giedd, 2006; 
Orellana y Slachevsky, 2013), elementos clave en el fenotipo esquizofrénico. No obstante, pese 
a que se hallaron numerosos genes DE en DFC de enfermos (Choi y cols., 2008; Maycox y 
cols., 2009; Mirnics y cols., 2000), también los hubo de forma generalizada en otras áreas como 
el giro temporal superior (Bowden y cols., 2008), la corteza temporal (Aston y cols., 2004), el 
hipocampo (Altar y cols., 2005), la amígdala (Weidenhofer y cols., 2006) o células gliales 
(Catts  y cols., 2014; Katsel y cols., 2005); por lo que la patofisiología cerebral característica de 
la esquizofrenia es extensible a prácticamente la totalidad del cerebro y, probablemente, la 
interconexión de las distintas áreas juegue un papel más importante que algunas en particular 
(Lynall y cols., 2010). 
 Diversas revisiones de estos estudios revelan que el conjunto de genes DE en 
esquizofrenia, al analizarse de forma integrada mediante análisis de vías o pathways, están 
enriquecidos en múltiples funciones biológicas entre las que destacan la respuesta inmune e 
inflamatoria, plasticidad sináptica, regulación de la transcripción y traducción, mielinización, 
función mitocondrial, función de la cromatina, neurogénesis y sistema de neurotransmisión del 
glutamato y de GABA (Kumarasinghe y cols., 2012; Sequeira y cols., 2012). Es interesante 
señalar el solapamiento existente entre los procesos desregulados en el transcriptoma cerebral y 
los hallazgos genéticos en genotipado y secuenciación, reforzando la idea de que, pese a la 
contribución ambiental y la variabilidad interpersonal, la mayoría de estos resultados podría 
tener una justificación principalmente genética.  
 Con la aparición de la tecnología de RNA-seq se replicaron muchos de los hallazgos 
previos en microarrays de expresión, siendo particularmente frecuentes los resultados 
atribuibles a genes de respuesta inflamatoria (Fillman y cols., 2013; Hwang y cols., 2013; Xu y 
cols; 2012). Es necesario señalar, en cualquier caso, que la credibilidad de estos hallazgos, pese 
a su relación con otros resultados genéticos y su alta reproducibilidad, se incrementará cuando 
los tamaños de muestras empleadas sean lo suficientemente grandes como para soslayar el 
problema de la variabilidad entre ellas. En este sentido, frecuentemente se han encontrado 
resultados contradictorios en muchos tipos celulares o procesos biológicos estudiados. Una de 
las interferencias a tener en cuenta es la de la medicación. Es casi imposible acceder a muestras 
de pacientes que no estén o hayan estado bajo el efecto de antipsicóticos, además de la 





expresión de diversos genes. El uso de antipsicóticos afecta a la presencia de metabolitos y 
proteínas en cerebros post mortem (Chan y cols., 2011) y, además, también se ha demostrado 
que altera la expresión en cerebros de primates (O'Connor y cols., 2007). Por tanto, el consumo 
de estos medicamentos son una innegable fuente de falsos positivos y negativos que se deberán 
tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados de expresión con cautela. 
 Diversos estudios demostraron que los genes DE en casos de esquizofrenia respecto a 
controles se encontraban enriquecidos en genes candidatos de la enfermedad y aquellos cuya 
expresión era dependiente de la edad (Choi y cols., 2009a; Harris y cols., 2009). Ejemplo de ello 
son algunos genes, como diversos receptores de glutamato, que alcanzan su mayor nivel de 
expresión en las etapas del neurodesarrollo u otros como NRG1, que presentan un pico de 
expresión en edades comprendidas entre los 15 y 25 años, englobando las edades de inicio de la 
mayoría de los casos. Por esta razón, es interesante conocer los perfiles de expresión de los 
distintos genes que se expresan en el cerebro para interpretar el efecto de las variantes genéticas 
en la transcripción. Un estudio posterior consolidó la credibilidad de estos indicios al revelar 
que los genes cuya expresión se reduce con la edad, propios de procesos del neurodesarrollo y la 
diferenciación, no mostraban ese perfil en casos de esquizofrenia  (Torkamani y cols., 2010). 
  
1.3.3. La importancia de la conservación genética en la identificación de elementos 
reguladores de la expresión génica. 
 
1.3.3.1. Conservación genética en mamíferos 
 La conservación en la secuencia de nucleótidos a lo largo de la evolución humana ha 
sido considerada, clásicamente, como una de las aproximaciones más valiosas a la hora de 
buscar regiones funcionales en el genoma humano. Si un locus determinado presenta una 
función de vital importancia para la especie, cualquier mutación que afecte a su secuencia se 
eliminará en la población, estando la región sometida a una selección purificadora a lo largo de 
millones de años. Por el contrario, una región libre de funcionalidad habrá aceptado mutaciones 
en su secuencia que la habrán ido modificando a lo largo de la evolución de las especies a una 
tasa que se aproxime a la neutralidad. Una de las grandes ventajas de la secuenciación del 
genoma humano, junto con el de varias especies de mamíferos, insectos y otros organismos, fue 
la posibilidad de comparar estos genomas de manera que se pudiesen conocer en mayor detalle 
los patrones filogenéticos evolutivos a lo largo de los millones de años en los que los distintos 
genomas se separaron. La comparación de la homología de secuencia entre regiones ortólogas 
de las especies analizadas frente a la tasa de variación neutra posibilita conocer las regiones de 
genoma que han estado sometidas a selección negativa en el intervalo temporal de divergencia 




 La primera estimación de conservación a lo largo del genoma entre humano y otra 
especie surgió tras la publicación de la secuencia de ratón (Chinwalla y cols., 2002), y 
aproximadamente un 5% de la secuencia del genoma del roedor se encontraba conservada en 
humano (Chiaromonte y cols., 2003). Poco después, la publicación del genoma del perro 
permitió extender la comparación del genoma humano con el de otra especie mamífera. 
Curiosamente, el porcentaje de conservación estimado era de un 5,3% (Lindblad-Toh y cols., 
2005), siendo las regiones conservadas en perro y humano pero no en ratón (en los lugares 
alineables de los 3 genomas) de tan solo  un 0,1%. La consistencia entre ambas comparaciones 
indicaba que la mayoría de loci conservados estaban presentes en regiones no codificantes, 
teniendo en cuenta que el exoma humano tan solo constituye un 1% de la totalidad genoma 
humano. 
 
Figura 1. 9. Comparación del porcentaje de la secuencia del genoma humano conservada entre varias especies 
de mamíferos en diferentes estudios. El número de especies analizadas para las estimaciones de conservación se 
encuentran entre paréntesis. El estudio de Meader y cols (2010) utiliza, además, especies no mamíferas. 
 
 
 Durante los siguientes años, el incremento en el número de especies cuyo genoma era 
conocido posibilitó unas mejores estimaciones del coeficiente de selección entre ellos. Desde el 
año 2003, diversos estudios estimaron la conservación genética de forma más sofisticada 
(Asthana y cols., 2007; Cooper y cols., 2005; Lindblad-Toh y cols., 2011; Lunter y cols., 2006; 
Meader y cols., 2010; Parker y cols., 2009; Pollard y cols., 2010; Siepel y cols., 2005; Smith y 
cols., 2004). Frente al método de Chiaromonte y cols.,  en el que se recorría el genoma en busca 





en cuenta las bases flanqueantes. Algunos usaron como comparación de evolución neutral 
repeticiones ancestrales, presumiblemente no funcionales, originadas a partir de transposones. 
Otros utilizaron sitios degenerados en codones, muestreo aleatorio del genoma (asumiendo la 
neutralidad global del mismo) e, incluso, variación en la estructura secundaria del ADN. A 
pesar de las diferentes metodologías, los valores de selección purificadora entre las especies 
consideradas mostraban unos valores de conservación entre 3,25% y 12%, lo que era 
consistentes con la presencia de elementos conservados en regiones no codificantes del genoma 
y, por ello, presumiblemente funcionales (figura 1.9). 
 
1.3.3.2. Elementos conservados del genoma humano 
 Con anterioridad a la publicación de los estudios comparativos entre diferentes 
genomas, algunos autores ya defendían la búsqueda de regiones reguladoras en humanos 
mediante el análisis de regiones conservadas en otras especies de mamíferos (Pennacchio y 
Rubin., 2001). En esta línea, Dermitzakis y cols., mediante la comparación del cromosoma 21 
en los genomas de 14 mamíferos, definieron regiones no codificantes conservadas (CNGs) y 
observaron niveles de selección equiparables o superiores a los esperados en exones, 
demostrando la previsible arquitectura funcional de genoma no codificante (Dermitzakis y cols., 
2002; Dermitzakis y cols., 2003). Un año después, Bejerano y cols. definieron 481 elementos 
ultraconservados (UCEs) como aquellos loci de al menos 200 pb íntegramente conservados en 
los genomas de humano, ratón y rata (Bejerano y cols., 2004), algo que ocurre con una 
probabilidad menor a 10
-22
 y congregaba un total de 106767 pb. Este primer gran estudio de 
regiones conservación a lo largo de todo genoma se convertiría en una referencia por sus 
interesantes conclusiones: 
 En primer lugar, se demostró la importancia de la conservación genética en las regiones 
no codificantes del genoma. De los 481 UCEs, solo 111 solapaban con algún exon 
conocido, incluyendo regiones UTRs, dejando constancia de que la principal 
funcionalidad asociada a conservación se encuentra en parte no codificante del genoma. 
 Había 93 genes que solapaban con algún UCE en su región exónica, y se denominaron 
de tipo I. El análisis de pathways en Gene Ontology (GO) reveló que estaban 
enormemente enriquecidos en las funciones de regulación del splicing y unión a ARN, 
demostrando el papel de estos genes en procesos de regulación post transcripcional.  
 Los 225 genes cercanos al resto de UCEs de regiones no exónicas se denominaron de 
tipo II. Contrariamente a los de tipo I, no se encontraban enriquecidos en ninguna 
función post transcripcional, sino que se hallaban fuertemente asociados a funciones de 




naturaleza de estos genes como reguladores de latranscripción, y particularmente, en 
procesos del desarrollo básicos. 156 de esosgenes flanquean a UCEs no codificantes, 
situados en regiones intergénicas a más de 100 kb de distancia de ellos, y enriquecidos 
en genes de desarrollo temprano. Esto demuestra que gran parte de esos elementos 
reguladores deben tener una función de enhancer distal de importancia crítica para 
regular la expresión de genes claves en el desarrollo precoz de la vida humana. 
 Finalmente, de entre los genes solapados o flanqueados por UCEs, había algunos 
ejemplos particularmente interesantes en el contexto de las enfermedades psiquiátricas y 
la esquizofrenia. Tal era el caso del gen ARX, cercano a los tres UCEs de mayor 
longitud (> 700 pb) y cuya disrupción está asociada a malformaciones cerebrales, 
epilepsia y fenotipo autista. Otro caso más interesante, si cabe, es el del TCF4, asociado 
de forma consistente a esquizofrenia de los últimos estudios GWAS (Schizophrenia 
Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014), y que alberga dos 
UCEs a lo largo de su secuencia. 
 Conclusiones parecidas se obtuvieron en otros estudios similares donde se analizaron 
regiones ultraconservadas en genomas de humano, ratón y pez globo (Sandelin y cols., 2004; 
Woolfe y cols., 2005), siendo la principal característica de los genes cercanos a esas regiones su 
importancia en procesos del desarrollo y, en particular, que una gran proporción fuesen factores 
de transcripción. No obstante, la mayor evidencia del papel regulador de estas regiones se 
obtuvo mediante ensayos in vivo de su capacidad de enhancer. Se probaron 167 elementos 
ultraconservados en ensayos de gen reporter y el 45% actuaron como tal y, además, 
específicamente en tejido cerebral y del tubo neural (Pennacchio y cols., 2006). Junto a otros 
trabajos, el de Penachio y cols. constituye la base de datos del VISTA enhancer browser (Visel 
y cols., 2007; Visel y cols., 2009), donde se almacenan los elementos no codificantes con 
función de enhancer validados experimentalmente. Uno de los dos UCEs del gen TCF4 es uno 
de ellos, demostrando la importancia funcional de estos elementos conservados en la expresión 
de factores de transcripción claves en la patología psiquiátrica como este gen. No obstante, en 
otro estudio, la deleción en ratón de 4 de estos elementos conservados que actúan como 
enhancers en ensayos in vitro,  no generaba ninguna anormalidad perceptible en el desarrollo de 
los roedores, anunciando que la eliminación de estas secuencias ultraconservadas tampoco tiene 
porque reflejar funciones críticas en todos los casos (Ahituv y cols., 2007). 
 Con posterioridad al trabajo de Bejerano, otros usaron modelos más sofisticados para 
definir regiones de marcada conservación a lo largo de varias especies analizadas. Mediante el 
programa PhastCons, basado en un modelo de Markov oculto en el que se tenía en cuenta la 
distancia filogenética entre especies y sin la limitación de utilizar intervalos de tamaño 





genoma humano (Siepel y cols., 2005). Aplicando el programa a grupos de cinco vertebrados 
(incluido humano), cuatro insectos, dos Caenorhabditis y siete de Saccharomyces, 
independientemente, se observó que la fracción de elementos conservados en la parte no 
codificante del genoma era mayor cuanto más compleja era la especie. Solo un 42% de los 
HCEs solapan con exones en vertebrados, mientras que el porcentaje se eleva al 93% en el 
conjunto de gusanos, levaduras e insectos. A pesar de que fueron miles de elementos detectados 
(en comparación con solo los 481 de Bejerano y cols.) cubriendo un 4,3% del genoma humano, 
las propiedades son sorprendentemente similares a las de los UCEs, siendo destacable el hecho 
de su presencia en regiones alejadas de los genes circundantes por su posible función como 
reguladores distales de la expresión. Además, es también remarcable la acumulación de estos 
HCEs en regiones UTR3' asociadas con estructuras secundarias del ARN, dando consistencia a 
la hipótesis de que un gran número de estos elementos funcionales preservan su secuencia para 
garantizar un plegamiento específico necesario para una correcta regulación post 
transcripcional. Por último, es importante señalar que, en consonancia con lo mencionado 
anteriormente, las categorías funcionales de GO en las que se acumulan estas regiones de forma 
más significativa fueron las de "unión a ADN", "regulación de la transcripción" (mayormente 
factores de transcripción) y "desarrollo". Además, otras categorías funcionales de las diecinueve 
significativas fueron las de "canales iónicos", "remodelación de la cromatina", "neurogénesis", 
"receptores de glutamato" o "transmisión sináptica", coincidentes con funciones alteradas en 
esquizofrenia y otros trastornos psiquiátricos reveladas a raíz de estudios genéticos. Esto 
demuestra que los patrones de selección a lo largo del genoma podrían ser piezas claves en la 
correcta funcionalidad cerebral, habiendo estado sometidos a una selección purificadora dada su 
gran importancia. Por ello, las alteraciones de su secuencia conservada a lo largo de millones de 
años podrían estar asociadas al mal funcionamiento cerebral y desarrollo de sintomatología 
psiquiátrica. 
 
1.3.3.3. Elementos conservados en mamíferos y acelerados en el linaje humano 
 No obstante, la búsqueda de elementos de conservación entre varias especies diferentes 
no asume la posibilidad de cambios en la intensidad de selección a partir de una especie 
intermedia. Aunque la restricción al cambio en una secuencia conservada a lo largo de una 
filogenia sea fácilmente identificable, la secuencia que ha ganado o perdido funcionalidad en 
uno o más linajes, en un momento determinado, será difícilmente distinguible de aquella neutral 
que siempre ha sido carente de función. De este modo, ni la ganancia de función en un 
determinado linaje ni una región activa en la especie ancestral que ha perdido función en un 




procesos conllevan una subestimación de hasta dos veces el coeficiente de selección detectado 
(Ponting y Hardison, 2011) 
 Por tanto, el estudio de regiones conservadas a lo largo del linaje de vertebrados, e 
incluso mamíferos, permite la búsqueda de patrones de selección estables a lo largo de miles de 
años. Sin embargo, gracias a la secuenciación del genoma del chimpancé (Sequencing, T. C., & 
Analysis Consortium, 2005), nuestro mamífero más cercano, la comparación de elementos 
fuertemente conservados en múltiples especies euterias con cambios recientes del genoma 
humano respecto a la secuencia de este primate, ofrece la posibilidad de detectar patrones 
evolutivos propios del linaje humano. Esta divergencia desde nuestro pariente más cercano 
podría explicar el salto evolutivo en determinadas características propias del intelecto humano, 
como el desarrollo del lenguaje o el enorme consumo energético del cerebro (Preuss, 2012). Tal 
es el conocido caso del gen FOXP2, el primer gen identificado como responsable del desarrollo 
del lenguaje, y sometido a selección positiva reciente (Enard y cols., 2002). En el ámbito de la 
esquizofrenia, una enfermedad propiamente humana con un heredabilidad del 64-80% y 
asociada a una fertilidad reducida, una hipótesis explicativa de su elevada prevalencia, cercana 
al 1% en todo el mundo, es la que defiende que varias mutaciones que han originado 
incrementos en habilidades cognitivas podrían estar favorecidas por selección positiva pero, a la 
vez, conferir mayor riesgo a esquizofrenia (Crow, 1997). En este sentido, diversos estudios han 
aportado evidencias empíricas de selección positiva en algunos genes asociados con la 
enfermedad, aunque es cierto que dichos estudios solo han centrado el foco en un número 
limitado de genes (Crespi y cols., 2007; Costas y cols., 2009; Lo y cols., 2007). 
 En regiones reguladoras, la idea de la selección positiva no es algo reciente. Hace ya 
más de 40 años, se sugirió que la mayor parte de la divergencia entre humanos y chimpancés se 
encontraría en las regiones no codificantes del genoma (King y Wilson, 1975). Sin embargo, no 
fue hasta 2006 cuando se realizó la primera búsqueda sistemática a lo largo de todo el genoma 
de regiones sometidas a selección positiva reciente en humanos o que hubiesen perdido 
funcionalidad en este linaje (Pollard y cols., 2006a). Las regiones aceleradas en humanos 
(HARs) son segmentos altamente conservados en especies no humanas pero que experimentan 
una aceleración significativa en las sustituciones nucleotídicas en  el genoma humano. Pollard y 
cols. demostraron que la presencia de 202 HARs detectados estaba fuertemente asociada a 
regiones no codificantes del genoma (tan solo un 1,5% de ellos solapaban con exones), pero 88 
de ellos presentaban una estructura secundaria determinada mediante modelización in silico, lo 
que sugería la presencia de especies de ARN no codificantes no conocidas de potencial función 
reguladora. De hecho, el HAR más significativo forma parte de un ARN largo no codificante 
(lncRNA) que se expresa en el desarrollo de la corteza cerebral humana (Pollard y cols., 2006b). 





conservación como en la aceleración respecto a la neutralidad de la variación de secuencia a lo 
largo de genomas  de 36 especies mamíferas diferentes (Pollard y cols., 2010). 
 
Figura 1. 10. Secuencias reguladoras no codificantes no capturadas en estudios de conservación por 
divergencia entre las especies comparadas. Las regiones codificantes (cuadrados negros) se mantienen en ambas 
especies, mientras que en regiones reguladoras, algunas pierden su función en la especie 2 (triángulo rojo), y otras 
ganan función en la especie 1 (triángulo verde) o la especie 2 (triángulo gris). 
 
 
 Otros trabajos, mediante procedimientos distintos e implicando más o menos especies, 
buscaron elementos conservados que sufrieron aceleración en el linaje humano (Bird y cols., 
2007; Bush y cols., 2008; Lindblad-Toh y cols., 2011; Prahbakar y cols., 2006). En el más 
reciente de ellos, Lindblad-Toh y cols., tras la comparación con 29 especies de mamíferos, 
describieron la presencia de elementos conservados en mamíferos y acelerados en el linaje 
humano (mHARs), elementos conservados en mamíferos no primates y acelerados  en el linaje 
primate (PARs) y  elementos conservados en primates pero acelerados en humanos (pHARs). 
Estos últimos demostraban tener un mayor enriquecimiento en funciones cerebrales o del 
desarrollo  como "dirección del axón", "respuesta inmune" o "desarrollo embrionario". Los 
elementos acelerados de todos los estudios previos fueron recopilados recientemente para 
definir aproximadamente 1800 elementos acelerados en humanos (HAEs) no solapantes (Kamm 
y cols., 2013a). El trabajo de Kamm y cols. reveló que NPAS3 albergaba 14 HAEs diferentes a 
lo largo de su secuencia, todos ellos no codificantes, siendo con diferencia el gen con el mayor 
número de estos elementos. Este hecho constituye, además, un soporte para la hipótesis que 
vincula estas regiones con el desarrollo del cerebro y la esquizofrenia, al ser NPAS3 un gen 
asociado a la enfermedad inicialmente a raíz del estudio de una traslocación en su secuencia 




de transcripción de la familia bHLH-PAS (basic Helix Loop Helix, Period, Aryl hydrocarbon 
receptor, Single minded) se veía alterado en una madre y su hija, ambas con esquizofrenia, por 
afectar la traslocación al dominio bHLH de unión a ADN, demostrando la disrupción de su 
correcta estructura y que la haploinsuficiencia de esta proteína contribuye al desarrollo de la 
esquizofrenia. Posteriormente, estudios de asociación y familiares confirmaron el papel de 
NPAS3 como gen implicado en la enfermedad (Macintyre y cols., 2010; Yu y cols., 2014). Por 
otra parte, experimentos de knock-out de este gen en ratón revelaron fenotipos comparables a 
los esquizofrénicos (Brunskill y cols., 2005). En el trabajo de Kamm y cols. también se 
demostró la importancia de estos HAEs como elementos funcionales de regulación de la 
expresión, al actuar 11 de los 14 HAEs como enhancers transcripcionales durante el desarrollo 
cerebral en ensayos de gen reporter en pez cebra (Kamm y cols., 2013a), un hecho replicado 
posteriormente en ratón (Kamm y cols., 2013b). La actuación de los elementos acelerados como 
enhancers de la transcripción en otros genes también fue consistentemente hallada en un estudio 
coetáneo (Capra y cols., 2013), en el que 24 de los 29 HAEs analizados regulaban la expresión 
en ratón. 
 Dado que la descripción de elementos acelerados es relativamente reciente y que la 
mayoría de las variantes genéticas asociadas a esquizofrenia provienen de estudios de poco más 
de 2 años, pocos estudios han descrito el solapamiento de variantes genéticas en HARs. Sin 
embargo, un estudio muy reciente (Xu y cols., 2015) demostró un alto enriquecimiento de los 
haplotipos de señales de GWAS (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics 
Consortium, 2014) en genes separados 100 kb o menos de elementos acelerados pHAR  y 
mHAR descritos previamente (Lindblad-Toh y cols., 2011). Estos genes, presumiblemente 
regulados por elementos conservados en primates y acelerados en humanos (genes p-HAR), se 
encontraban fuertemente conservados, lo que establece una diferencia clara entre la 
conservación de la estructura codificante de genes importantes para el normal desarrollo 
cerebral y las regiones que regulan su expresión. Respecto a la totalidad de los genes asociados 
a esquizofrenia, aquellos que presentan elementos HARs cercanos (genes SCZ p-HAR) ocupan 
lugares más céntricos y conectados en los interactomas de los que forman parte y están 
estadísticamente enriquecidos en funciones de diferenciación neuronal u otras implicadas en el 
desarrollo cerebral y de la sinapsis cuando se comparan con la totalidad de genes asociados a 
esquizofrenia. Este hecho sugiere la interesante posibilidad de que la hipotética selección 
positiva en estas regiones fuese clave en el salto evolutivo de las funciones cerebrales en el 
linaje humano respecto al chimpancé, teniendo además una naturaleza puramente reguladora. 
 El estudio de variación genética en regiones conservadas o aceleradas en el linaje 
humano también deja, sin embargo, otros estudios previos con resultados negativos (Schanze y 





que tenga como contrapartida la aparición de trastornos psiquiátricos como la esquizofrenia 
deben ser tomadas con cautela, y a la espera de estudios de mayor potencia centrados en estas 
regiones. Es importante señalar que pese a que en el estudio de Xu y cols., los genes cercanos a 
elementos acelerados en primates (genes PAR) no mostraban ninguna característica de las 
descritas en los genes pHAR ni los mHAR, otros estudios sugieren que ha habido más cambios 
en la secuencia y eventos potencialmente selectivos en el linaje del chimpancé que en el nuestro 
(Bakewell y cols., 2007; Hubisz y cols., 2014; Sequencing, T. C., & Analysis Consortium, 
2005), por lo que no seríamos particularmente una especie con mayor aceleración en su 
secuencia genómica. 
 Por tanto, en el contexto de la esquizofrenia y de las enfermedades psiquiátricos, es 
prioritario explorar la naturaleza reguladora del genoma. La búsqueda de elementos conservados 
o acelerados, que en su mayoría pertenecen a regiones no codificantes, ya ha demostrado la 
enorme relación existente los genes y las funciones cerebrales que regulan estos elementos y su 
función demostrada como enhancers de la expresión génica. 
 
 
1.3.4. Regulación de la transcripción 
 
1.3.4.1. Elementos funcionales de la regulación de la expresión génica. Proyecto ENCODE 
 En el año 2003, el NHGRI decide montar el proyecto ENCODE (siglas del inglés 
Enciclopedia of DNA Elements) con el propósito de descubrir y caracterizar todos los elementos 
funcionales del genoma, las especies de ARN transcritas y  las modificaciones epigenéticas a 
lo largo de la cromatina en 147 líneas celulares diferentes. Tras una primera fase piloto hasta 
2007, en la que se analiza un 1% del genoma humano a fin de probar y comparar la eficacia, 
rendimiento y coste de las distintas técnicas utilizables, en 2012 se publican los resultados del 
proyecto aplicado a la totalidad del genoma en un conjunto de 30 artículos entre los que se 
reparten los resultados de distintos métodos finalmente empleados. El proyecto ENCODE 
consiguió caracterizar funcionalmente una gran mayoría del material genético, y al término del 
mismo se pudieron extraer conclusiones importantes que revelaron una naturaleza reguladora 
del genoma muy por encima de lo que se creía anteriormente (ENCODE Project Consortium, 
2012). 
 En contra de lo que se creía previamente, el proyecto ENCODE demostró que la vasta 
mayoría del genoma (80.4%) presenta actividad bioquímica, bien sea formando parte de 
alguna especie de ARN transcrita o de algún evento funcional asociado a la cromatina, 
en al menos una de las líneas celulares estudiadas, demostrando que gran parte del 




 La clasificación del genoma en estados de la cromatina reveló que casi 400000 regiones 
a lo largo del genoma y más de 70000 presentaron características funcionales de 
enhancers y promotores en alguna de las líneas celulares estudiadas, algo que se 
demostró a partir de la extensa batería de experimentos en los que se determinó la unión 
de factores de transcripción (TF), sitios de hipersensibilidad a DNasa (DHS) o 
modificaciones histónicas de la cromatina, entre otros. 
 Los promotores demostraron ser los principales elementos reguladores de la expresión, 
la cual se puede predecir a partir de las marcas histónicas y sitios de unión a TF a lo 
largo de su secuencia. De esta forma, la funcionalidad de estas regiones explica la 
mayor parte de la variación en la expresión de ARN. 
 La mayor parte de los DHS y de los motivos de unión de TF estaban altamente 
conservados a lo largo de las secuencias de 29 mamíferos (Lindblad-Toh y cols., 2011); 
y además, mostraron una diversidad en la población humana marcadamente reducida 
mediante la comparación con la base de datos de los 1000 genomas (1000 Genomes 
Project Consortium, 2010). No obstante, un elevado porcentaje de estos elementos se 
encuentra sometido a aceleración en su secuencia, existiendo una gran dispersión 
respecto a los valores de conservación genética en ellos.  
 De forma marcadamente diferente, las secuencias correspondientes a especies de ARN 
no codificantes, en su mayoría anotadas por primera vez, no mostraron ningún patrón de 
conservación en mamíferos, pero si una reducida diversidad en población humana. El 
análisis de 227688 variantes genéticas que segregan en regiones no repetitivas 
específicas de linaje primate demostró una mayor selección negativa si solapaban con 
elementos de ENCODE. 
 La combinación de de SNP asociados a enfermedades complejas en estudios de GWAS 
con los elementos funcionales descritos reveló que la mayoría de estas señales de 
asociación se encuentran dentro o cerca de estas regiones y en su mayoría fuera de las 
regiones codificantes. En algún caso, además, la enfermedad pudo ser relacionada 
directamente con un tejido concreto o un factor de transcripción específico. 
 Los distintos elementos funcionales analizados y las técnicas empleadas se describen en 
la figura 1.11 y la tabla 1.7, respectivamente. La combinación de estas técnicas con el estudio 
del transcriptoma en diversas líneas celulares ha permitido conocer en mayor profundidad la 
naturaleza de las regiones directamente implicadas en la regulación de la expresión génica, 
como los enhancers y los promotores, y las estructuras de la cromatina y modificaciones 






Figura 1. 11. Elementos funcionales del genoma descritos en el proyecto ENCODE a lo largo de diferentes 
líneas celulares (Figura modificada de Ecker y cols., 2012) 
 
 
 En efecto, uno de los resultados destacables del proyecto ENCODE es la demostración 
de que los promotores, que se extienden simétricamente a ambos lados del TSS abarcando un 
promedio de 2,5 kb (Birney y cols., 2007), explican la mayor parte de la variabilidad en los 
niveles de expresión génica y que éstos se correlaciona con marcas de acetilación y metilación 
en las histonas (r de Pearson = 0.9) y, en menor medida, con la presencia de factores de 
transcripción (r de Pearson = 0.81) (Dong y cols., 2012; Sanyal y cols., 2012; Thurman y cols., 
2012). En general, las modificaciones activadoras (H3K27ac, H3K9ac, H3K4me3 o H3K4me 
explican la mayor parte de esta variación, aunque para un grupo reducido de elementos 
promotores, las marcas represivas (H3K27me3 o H3K9me3) son particularmente importantes 
para predecir los niveles de expresión. El análisis de las 12 modificaciones de histonas de 
marcada importancia a lo largo del genoma de 46 líneas celulares diferentes demostró la 
importancia de las mismas a la hora de caracterizar la función de los diferentes elementos 
funcionales (tabla 1.8), además de una marcada variabilidad entre distintos tejidos y un elevado 









Tabla 1. 8. Modificaciones químicas de histonas estudiadas en el proyecto Encode (ENCODE Project 
Consortium, 2012; Kouzarides, 2007; Zhou y cols., 2011). La simbología de las modificaciones representa, de forma 
secuencial,  la familia de las proteínas histónicas alterada (H2A, H2B, H3 o H4), la posición del residuo de lisina 
modificado (K4, K9, K20, K27, K36 o K79) y el tipo de modificación química (me1 = metilación; me2 = 







H2A.Z Pico Elementos reguladores con cromatina dinámica 
H3K4me1 Pico/región 
Principal marca de enhancers y otros elementos de regulación distal, 
pero también downstream de algunos TSS 
H3K4me2 Pico Promotores y enhancers 
H3K4me3 Pico Principal marca reguladora de promotores en TSS 
H3K9ac Pico 
Marca activa de elementos de regulación, preferencialmente 
promotores 
H3K9me1 Región Localización en extremos 5' de genes 
H3K9me3 Pico/región Marca represiva de heterocromatina y elementos repetitivos 
H3K27ac Pico 
Marca activa de elementos de regulación, distingue entre enhancers y 
promotores activos de los inactivos 
H3K27me3 Región 
Marca represiva característica del complejo Polycomb y asociada al 
silenciamiento de genes del desarrollo 
H3K36me3 Región Marca de elementos transcritos preferentemente en regiones en 3' 
H3K79me2 Región Marca de elementos transcritos preferentemente en regiones en 5' 
H4K20me1 Región Localización en extremos 5' de genes 
 
 Dados los elevados niveles de conservación genética, y la importancia funcional que se 
consolida en el proyecto ENCODE, el estudio de la variación genética en los elementos 
funcionales descritos puede ser un paso importante a la hora de dilucidar el papel de la genética 
en los procesos de regulación de la expresión génica. En este sentido, un último objetico del 
proyecto ENCODE fue la interpretación las señales de asociación de GWAS y de las variantes 
raras de estudios de secuenciación en regiones no exónicas, lo que reveló relaciones importantes 
entre la variación y los elementos funcionales previamente descritos. 
 Dado que el 88% de las variantes asociadas a enfermedades complejas son intrónicas o 
intergénicas (Hindorff y cols., 2009), se examinaron 4860 asociaciones para 4492 SNP 
de la base de datos del NHGRI, encontrándose que un 12% de ellos solapaban con sitios 
de unión de factores de transcripción y un 34%, regiones de DHS. 
 Al extender las señales de asociación a los intervalos en LD, los valores de 
solapamiento ascienden a un 31% y un 71% en el caso de unión a factor de 




señales de asociación pueden acarrear, en mayor o menor medida, una disrupción en las 
vías de regulación afectadas. 
 Los SNP analizados también se encuentran particularmente asociados a regiones con 
funcionalidad de enhancer o sitios cercanos a TSS, demostrando el importante papel de 
estos elementos en las vías de regulación genética afectadas en las principales 
enfermedades comunes. 
   
1.3.4.2. Estados epigenómicos específicos de tejido. Proyecto Roadmap. 
 Una de las conclusiones que se extrajo del análisis combinado de los elementos 
funcionales de ENCODE y de variantes genéticas asociadas a enfermedades fue que existía una 
marcada correspondencia entre el tipo celular y el fenotipo analizado, algo en consonancia con 
las numerosas evidencias surgidas a lo largo de la descripción de los elementos funcionales que 
apuntaban a una especificidad hasta de línea celular o tejido, como en los enhancers, patrones 
de metilación y modificaciones histónicas. 
 En este sentido, una de las limitaciones del proyecto ENCODE fue que, pese a la 
extensa caracterización del transcriptoma y los elementos reguladores que determinan su 
expresión, la aplicación a regiones concretas del individuo adulto como las distintas áreas 
cerebrales o pulmonares estaba limitada por la escasez de líneas celulares de  algunos tejidos de 
elevado interés. En el caso de la esquizofrenia y el ámbito del cerebro humano, solo dos líneas 
celulares (que en muchas ocasiones no estaban caracterizadas para todos los experimentos) 
pertenecían a cerebro adulto: SK-N-SH y NH-A. 
 Por ello, una de los propósitos de los propósitos de NIH fue impulsar un proyecto, el 
proyecto Roadmap (Kundaje y cols., 2015), que ampliase el espectro de análisis en 111 nuevos 
epigenomas de prácticamente todos los tejidos y con representación de varias áreas o  líneas 
celulares en cada uno. Esa nueva batería de epigenomas se sumó a los de las 16 líneas más 
caracterizadas existentes en la base ENCODE para dar lugar a 127 epigenomas con información 
de DHS, metilación, trasncriptoma y modificaciones histónicas. Algunos resultados destacables 
de la publicación inicial del proyecto fueron los siguientes: 
 La combinación de las modificaciones histónicas presenta una alta variación en los 
patrones de metilación y accesibilidad, prediciendo, además, cambios en los niveles de 
ARN independientemente de la metilación o los niveles accesibilidad. 
 Se detectó la presencia de dominios cromosómicos de gran tamaño, en los cuales hay 





 Una media del 5% del epigenoma de los distintos tejidos presenta marcas de promotores 
y enhancers con un nivel de conservación dos veces el nivel relativo a la neutralidad, lo 
cual es consistente con los patrones de conservación del proyecto ENCODE y con los 
elementos conservados descritos con anterioridad. Los elementos enhancers muestran 
una mayor especificidad que los promotores, y ambos se hallan asociados a marcas de 
regulación y dominios de footprinting. 
 Por último, las variantes genéticas asociadas en enfermedades complejas en GWAS se 
pueden asociar en multitud de casos a marcas epigenéticas que tienen lugar en la línea 
celular o tejido involucrado en la patología, lo que viene a consolidad los primeros 
indicios al respecto en las células estudiadas en ENCODE. En el contexto de la 
esquizofrenia, gracias a los datos en tejido cerebral aportados por el proyecto Roadmap, 
las señales de asociación del último GWAS se encuentran enriquecidas en regiones 
activas (H3K27ac) en los tejidos cerebrales del giro angular y el lóbulo frontal medial 
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). 
 Además, entre los principales volúmenes de datos aportados por el proyecto Roadmap 
se encuentran los estados de la cromatina específicos de los tejidos estudiados a partir de datos 
epigenéticos. Basándose en un modelo Markov oculto (HMM), se predijeron 15 estados de la 
cromatina a partir de 5 marcas histónicas en los 127 epigenomas de los que se disponían, 
revelándose que 68% de cada epigenoma, de media, era quiescente y a priori, inactivo. Sin 
embargo, la elevada divergencia entre estados de distintos epigenomas y su alta especificidad de 
tejido puede explicar este alto número de regiones quiescentes en cada caso. De los 15 estados 
descritos, 8 son activos y 7 represivos (tabla1.9). 
 Recientemente, una sección del consorcio del ENCODE, denominada Psych ENCODE, 
se ha puesto como objetivo caracterizar en mayor profundidad la complejidad de las funciones 
reguladoras en el cerebro (Akbarian y cols., 2015). Para ello, haciendo uso de las bases de datos 
propias, de ENCODE, Roadmap, GTEx y otras relacionadas, este consorcio pretende 
caracterizar los estados funcionales del genoma desde un contexto específico sin precedentes, 
con el fin de desentrañar las claves de la regulación genética en el neurodesarrollo, la evolución 
del cerebro humano y la predisposición a padecer trastornos psiquiátricos mediada por la 
presencia de variantes genéticas concretas. Para este último objetivo, también se dispondrá de 
datos del epigenomas de individuos enfermos y controles sanos. De este modo, se pretende 
hacer un estudio comparativo y detallado de los perfiles espacio-temporales de expresión a lo 
largo del desarrollo del cerebro humano, y así conocer en mayor detalle las variantes asociadas a 






Tabla 1. 9. Descripción de los 15 estados funcionales de la cromatina caracterizados en Kundaje y cols. (2015) 
Estado Descripción Marcas histónicas % cobertura 
TssA TSS activo H3K4me3 0.70% 
TssAFlnk Flancos de TSS activo H3K4me3, H3K4me1 0.50% 
TxFlnk Tránscrito en 5′ y 3′ H3K4me3, H3K4me1, H3K36me3 0.10% 
Tx Elevada transcripción H3K36me3 3.60% 
TxWk Débil transcripción H3K36me3 (débil) 11.60% 
EnhG Enhancers en gen H3K4me1, H3K36me3 0.40% 
Enh Enhancers H3K4me1 2.80% 
ZNF/Rpts Genes de ZNF y repeticiones H3K4me3,H3K36me3, H3K9me3 0.20% 
Het Heterocromatina H3K9me3 2.60% 
TssBiv TSS Bivalente H3K4me3, H3K27me3 0.10% 
BivFlnk Flanco de TSS/enhancer bivalente H3K4me3, H3K4me1, H3K27me3 0.10% 
EnhBiv Enhancer bivalente H3K4me1, H3K27me3 0.10% 
ReprPC Represor Polycomb H3K27me3 1.20% 
ReprPCWk Represor Polycomb débil H3K27me3 (débil) 8.30% 
Quies Quiescente - 67.80% 
 
 
1.3.4.3. Estudio de la variación genética en elementos reguladores 
 Dado el gran avance que supusieron los proyectos anteriormente descritos en la 
caracterización funcional del genoma no codificante, y quedando demostrada la influencia de 
las regiones reguladoras en el desarrollo de las enfermedades complejas, en los últimos años se 
han publicado diversas herramientas de acceso libre online para poder anotar las variantes 
genéticas en base a la información funcional generada por el proyecto ENCODE y relacionados. 
De este modo, y de forma análoga a las herramientas existentes para la predicción in silico de la 
funcionalidad de una variante codificante como PolyPhen (Adzhubei y cols., 2010) o SIFT (Ng 
y Henikoff, 2003), actualmente se puede anotar el impacto funcional en la regulación de la 
expresión génica de variantes no codificantes gracias a herramientas como RegulomeDB (tabla 
1.10) (Boyle y cols., 2012) o HaploReg (Ward y Kellis, 2012).  
 En el ámbito de la esquizofrenia y las enfermedades psiquiátricas, estudios recientes, 
valiéndose de la información acerca de elementos reguladores descritos, han empezado a 
encontrar evidencias que vinculan la variación genética en estas regiones con el desarrollo del 
trastorno psiquiátrico (Duan y cols., 2014; Roussos y cols., 2014).  
 El estudio de Roussos y cols. revela un enriquecimiento significativo de las variantes 





elementos reguladores de la expresión en cis (CREs). Además, se encuentra un solapamiento 
significativo entre SNP que afectan a la expresión (eSNP) y esos elementos CREs (creSNP), en 
consonancia con estudios previos que revelaban una asociación entre alelos de susceptibilidad y 
aquellos que afectan a la expresión en cerebro humano (Richards y cols., 2012). Roussos y cols. 
encontraron la mayor asociación con esquizofrenia en los creSNP de enhancers en cerebro fetal 
y adulto, confirmando hallazgos previos que ya señalaban la importancia crítica de los 
enhancers en la organización de la transcripción durante el neurodesarrollo (Wenger y cols., 
2013). En la misma línea que el trabajo de McVicker y cols. (2013), Roussos y cols., también 
demostraron la interacción en trans entre elementos reguladores distales y proximales en el 
locus del gen CACNA1C, sugiriendo la existencia de redes de mecanismos bioquímicos de 
regulación de elevada complejidad. 
 
Tabla 1. 10. Categorías funcionales de RegulomeDB en función de las evidencias de alteración de la 
transcripción a partir de datos de ENCODE. 
Descripción Categoría requisitos funcionales 
Muy probable 
que afecte a la 
unión de factores 
de transcripción 
y relacionado 
con variación en 
la expresión 
1a 
eQTL + unión a TF + motivo del mismo TF + DHS + Footprint del 
mismo TF 
1b eQTL + unión a TF + Cualquier motivo de unión + DHS + Footprint 
1c eQTL + unión a TF + motivo del mismo TF + DHS 
1d eQTL + unión a TF + Cualquier motivo de unión + DHS 
1e eQTL + unión a TF + motivo del mismo TF 
1f eQTL + Unión a TF o DHS 
Muy probable 
que afecte a la 
unión de factores 
de transcripción 
2a Unión a TF + motivo del mismo TF + DHS + Footprint 
2b Unión a TF + Cualquier motivo de unión + DHS + Footprint 
2c Unión a TF + motivo del mismo TF + DHS 
Menos probable 
que afecte a la 
unión de factores 
de transcripción 
3a Unión a TF + Cualquier motivo de unión + DHS 
3b Unión a TF + motivo del mismo TF 
Evidencia de 
unión mínima 
4 Unión a TF + DHS 
5 Unión a TF o DHS 
6 Cualquier motivo de unión 
 
 Por otra parte, el estudio de Duan y cols., centrado en la búsqueda de variantes raras de 
predisposición que afectasen a la expresión del gen MIR137, uno de los genes más fuertemente 
asociados a esquizofrenia en estudios GWAS pero sin resultados similares en los estudios de 
exoma, se basó en la secuenciación de casi 7 kb de regiones reguladoras alrededor de dicho gen 
en 2610 casos y 2611 controles. Para la selección de regiones reguladoras, los autores se basan 
en las regiones DHS de las células neuronales de ENCODE (SK-N-SH y NH-A) y en cerebro 




como promotores (presencia de H3K4me3), enhancers (presencia de la marca H3K4me1) e 
insulators (cuando presentan la marca represiva de CTCF, que anula el efecto del enhancer). El 
análisis filogenético de las regiones reguladoras seleccionadas revelaba unos niveles de 
variación genética similares a los esperados para variantes missense o frameshift, por lo que 
claramente eran regiones sometidas a selección purificadora. 
 Los resultados del estudio de Duan y cols.mostraron una acumulación significativa de 
variantes en regiones activas de promotores y enhancers, mientras que la significación 
desaparecía si se incluían las variantes en insulators (enriquecidas, además, en controles aunque 
no significativamente). Estos datos revelaron la importancia de analizar la acumulación de 
variantes raras en regiones reguladoras en función de los elementos funcionales afectados, ya 
que muchas veces pueden tener tendencias contrapuestas, como en el caso. Sin la información 
de la caracterización funcional necesaria para dividir elementos activos y represores de la 
transcripción, no se habría podido desvelar el riesgo asociado a las variantes en regiones 
reguladoras activas. El estudio permitió, además, tras la identificación de una variante en 11 
casos y 0 controles y su posterior genotipado en miles de casos, demostrar la asociación de la 
misma con la esquizofrenia, el impacto que provoca en la unión a TF y su funcionalidad 
bioquímica como enhancer específica de tejido. Por tanto, el trabajo de Duan y cols. representa 
un ejemplo de cómo algunos genes asociados a esquizofrenia, pero sin variaciones en su 
secuencia exónica, pueden ejercer su predisposición a través de variantes reguladoras, menos 
agresivas que las codificantes, y que concordarían en mayor medida con un fenotipo común en 
la población general.    
 Por otra parte, las modificaciones epigenéticas que describen los distintos estados 
funcionales de la cromatina han demostrado ser un factor de predisposición para el desarrollo de 
la enfermedad mental. Como ejemplo, el análisis de los genes con diferencias significativas de 
metilación en humano respecto a chimpancé demuestra una clara asociación de los mismos con 
categorías funcionales propias de enfermedades características del linaje humano como 
"trastornos neurológicos", "trastornos psicológicos" y "cáncer" (Zeng y cols., 2012). Sin 
embargo, a pesar de las numerosas evidencias de que los estados epigenéticos alterados estén 
relacionados con la vulnerabilidad a enfermedades humanas, pocos estudios han centrado su 
investigación en la influencia que ejerce la propia secuencia genética en que existan estos 
patrones alterados que condicionan la expresión y activación o silenciamiento de diversos 
genes. En esta línea, algunos trabajos recientes sugieren que una gran parte de esas 
modificaciones histónicas u otras marcas epigenéticas que regulan los niveles de expresión 
tienen un origen principalmente genético (Kilpinen y cols., 2013; McVicker y cols., 2013), y 
que, por tanto, demuestran la importancia de estudiar, junto con el epigenoma y los niveles de 





las variantes genéticas que afectan a elementos de regulación distales se relacionan tanto con 
cambios en la expresión como con modificaciones de la cromatina en las regiones promotoras 
de los genes que regulan (McVicker y cols., 2013). 
 En este sentido, los análisis más recientes de los resultados de GWAS demuestran que 
los loci asociados a enfermedades psiquiátricas están enriquecidos en genes implicados en la 
función de metilación de histonass, especialemente de H3K4 (Network, T. & Pathway Analysis 
Subgroup of the Psychiatric Genomics Consortium, 2015). En la misma línea, otro estudio 
reciente en tríos de esquizofrenia demuestra la presencia significativa de mutaciones en genes 
asociados a enfermedades mentales y cuyas funciones incluyen el remodelado de la cromatina 
mediante modificaciones histónicas (McCarthy y cols, 2014). Estos resultados demuestran la 
importancia de considerar el origen genético de la alteración de los estados epigenómicos y, por 
ende, de los niveles de expresión de los genes que regulan. 
 Por tanto, y a pesar de lo reciente de la descripción funcional del genoma no 
codificante, hay numerosas evidencias que justifican el estudio de la variación genéticas en las 
regiones reguladoras. Los escasos estudios al respecto, ya han demostrado la influencia que 
ejercen las variantes genéticas reguladoras en la predisposición a esquizofrenia, mediada por 
alteraciones en la expresión de tejidos previamente relacionados como la corteza prefrontal. 
Estas conclusiones se hacen más visibles todavía en las interpretaciones de los resultados de los 
GWAS más importantes, donde, sin embargo, la explicación de varianza genética es insuficiente 
aludiendo a esta variación común. La hipótesis enfermedad común - variación rara en el 
contexto de las regiones reguladoras, muy poco estudiada hasta el momento, podría explicar 
parte de esa heredabilidad perdida característica de la esquizofrenia. Por ello, son necesarios 
estudios de la variación genética rara en regiones reguladoras (especialmente promotores y 
enhancers), y seleccionadas en base a marcas epigenéticas concretas, criterios de conservación o 
posible selección, para tratar cubrir todo el espectro de variación y conocer en profundidad los 




































































 La esquizofrenia es una enfermedad compleja con una alta heredabilidad estimada, lo cual 
justifica su estudio mediante la búsqueda de variantes genéticas de susceptibilidad. Los estudios de 
GWAS han identificado numerosos loci implicados en la etiología de la esquizofrenia, así como rutas 
biológicas de mayor susceptibilidad. No obstante, a pesar del empleo de varios miles de muestras, 
estos estudios no han conseguido explicar la mayor parte de la heredabilidad esperada para la 
enfermedad. 
 Los estudios de secuenciación masiva se han restringido al análisis de la variación rara en 
regiones codificantes. A pesar de haber destacado rutas biológicas implicadas en la etiología de la 
esquizofrenia, como los genes de la densidad postsináptica, sus resultados revelan una implicación de 
éstas menor de la esperada. 
 El estudio de la conservación genética ha permitido desvelar la naturaleza de elementos 
conservados en el genoma humano, en su mayoría de naturaleza no codificantes, y cuya implicación 
en procesos de regulación de la expresión génica durante el desarrollo y, especialmente, 
neurodesarrollo, ya ha sido demostrada. Igualmente, elementos conservados en mamíferos, pero que 
han experimentado una aceleración en los cambios nucleotídicos de su secuencia en el linaje humano, 
han demostrado estar implicados en funciones de regulación de la expresión génica de genes 
implicados en procesos del neurodesarrollo.  
 Diversos estudios y consorcios, como el proyecto Encode o el proyecto Roadmap han 
permitido conocer en mayor profundidad la naturaleza de las regiones reguladoras a lo largo del 
genoma, la interpretación funcional de las variantes genéticas en ellas y  las diferencias de expresión 
génica en las diferentes líneas celulares. Otros, incluso, como el proyecto BrainSpan, se han centrado 
en el estudio de la expresión génica en cerebro, de forma específica. 
 Las regiones promotoras de los genes siempre han sido consideradas los principales 
elementos de regulación de la expresión génica. Al margen de lo ventajoso de su análisis por ser 
regiones fácilmente localizables, el estudio estructural de los promotores han revelado con mayor 
exactitud la arquitectura de los mismos, e igualmente demostrado su papel como los elementos que 
explican la mayor parte de la variabilidad en la expresión génica, en un contexto que implica tanto 
modificaciones genéticas como epigenéticas. 
 Por último, la tecnología de ultrasecuenciación aplicada al estudio del transcriptoma (RNA-
seq) ha permitido la posibilidad del análisis combinado de las variaciones en la expresión génica in 
situ y de la variación genética presente en las especies expresadas en el tejido de interés. 






 Es probable que la mayor parte de la variación genética de susceptibilidad a esquizofrenia sea 
de frecuencia baja en la población, ajustándose esta enfermedad a un modelo de variante rara - 
enfermedad común. 
 La mayor parte de esas variantes genéticas raras de susceptibilidad podrían encontrarse en las 
regiones no codificantes, influyendo de forma notable en las alteraciones de la expresión génica de 
aquellas especies implicadas en procesos biológicos de relevancia para el desarrollo de la 
esquizofrenia. 
 La variación genética presente en elementos conservados podría aumentar el riesgo a la  
aparición de trastornos del neurodesarrollo como la esquizofrenia, en base a una potente selección 
purificadora a lo largo de la evolución. Igualmente, las regiones conservadas que hubiesen 
experimentado una aceleración en su secuencia en alguna etapa del desarrollo del linaje humano 
podrían albergar variación genética de riesgo a esquizofrenia, dada la demostrada funcionalidad 
reguladora de las mismas. 
 El estudio de la variación genética en las regiones promotoras de genes de susceptibilidad a 
esquizofrenia, basándose en los datos epigenéticos y de expresión generados por recientes trabajos y 
consorcios asociados, es, probablemente, un paso imprescindible para el estudio de la etiología 
genética de la enfermedad en el contexto de la regulación de la expresión génica. 
 La existencia de varias CNV de riesgo a esquizofrenia sugiere la importancia de los niveles de 
expresión de múltiples genes afectados como un factor de susceptibilidad al desarrollo de 
esquizofrenia. La variación en los niveles de expresión de genes que codifican para factores de 
transcripción (que, a su vez, regulan un alto número de genes), podría tener consecuencias todavía 
mayores. 
 Finalmente, el análisis de las variantes genéticas presentes en el ARN de cerebro humano, en 
relación con los cambios en los niveles de expresión, podría representar una estrategia muy ventajosa 
para conocer las variantes de susceptibilidad a esquizofrenia en una relación directa con los cambios 










 El objetivo central de los trabajos que conforman el proyecto de tesis aquí presentado fue la 
identificación de factores genéticos de susceptibilidad a esquizofrenia bajo la hipótesis de una 
implicación de los mismos en la alteración de la expresión génica, así como el estudio en profundidad 
de los cambios en los niveles de expresión a nivel cerebral en relación con las variantes identificadas. 
  En función de las estrategias y del modo en que se abordaron estos objetivos en los cuatro 
trabajos que componen este proyecto, se puede establecer una división del mismo en tres bloques: 
 En primer lugar, se estudió la variación genética en regiones del genoma sometidas a patrones 
de evolución extremos. Este bloque consistió de dos estudios: 
 
 Por un lado, se buscaron variantes raras de susceptibilidad en uno de los genes 
candidatos a esquizofrenia con mayor número de elementos ultraconservados en su 
secuencia: TCF4 
 Por otro lado, se analizó la variación genética presente en el gen con mayor número 
de elementos acelerados en humanos y, además, relacionado con la etiología de la 
esquizofrenia y alteraciones durante el neurodesarrollo: NPAS3. 
 
 En segundo lugar, en lo que comprendió el trabajo de mayor dedicación en el presente 
proyecto de tesis, se estudió de forma sistemática la variación genética rara de susceptibilidad 
en las regiones promotoras de genes candidatos a esquizofrenia recogidos por evidencias en 
estudios de CNV y de GWAS, y mediante el empleo de datos de regulación generados por 
recientes proyectos como Roadmap, Encode o BrainSpan. 
 
 En tercer y último lugar, se estudiaron las alteraciones de expresión en cerebro humano en 
esquizofrenia a partir del análisis comparado de transcriptoma de individuos afectos y 
controles sanos, así como las variantes de susceptibilidad a esquizofrenia relacionadas con las 



























































3.1. MUESTRAS ANALIZADAS 
 
3.1.1. Información de las muestras empleadas 
 
3.1.1.1. Muestras de ADN. 
 Las muestras empleadas en los trabajos I-III fueron obtenidas de la colección total de 
580 pacientes de esquizofrenia y 577 controles. Los estudios realizados fueron aprobados por el 
Comité Ético de Investigación Clínica de Galicia, organismo independiente acreditado por la 
Consellería de Sanidade de la Xunta de Galicia, y se llevaron a cabo en conformidad con la 
Declaración de Helsinki. Una descripción adicional de los sujetos se presenta más 
detalladamente en el estudio de Carrera y cols. (Carrera y cols., 2012). 
 En todos los casos, los individuos fueron diagnosticados por psiquiatras experimentados 
que obraron en base a los criterios establecidos en el manual de psiquiatría DSM-IV. Todas las 
muestras empleadas procedieron de donaciones de sangre periférica por parte de enfermos, 
previo consentimiento informado, de los centros hospitalarios del área de Santiago de 
Compostela, y todas ellas son de origen gallego. Como criterios de inclusión, se estableció que 
todos los individuos afectos debían haber tenido el diagnóstico de esquizofrenia al menos en los 
últimos dos años y que, además, no tuvieran relación de parentesco alguna con otros ya 
incluidos previamente en la base de datos. En este sentido, la mayor parte de las muestras se 
genotiparon previamente, en muchos SNP, a lo largo del genoma, lo que permitió la detección 
de las relaciones de parentesco entre ellas y la estratificación, con la consecuente eliminación de 
las muestras afectadas (Carrera y cols., 2012). Brevemente, tras los procedimientos de control 
de calidad, se utilizaron un total de 5100 SNP missense comunes para detectar la relación 
críptica por cálculos de identidad por estado (del inglés identity by state) utilizando el software 
PLINK (Purcell y cols., 2007), y un total de 130 marcadores informativos de ancestralidad 
fueron empleados para la detección de la estructura poblacional mediante el software Structure 
v2.3.1 (Pritchard y cols., 2000). Los casos de trastorno esquizofreniforme y esquizoafectivo 
fueron, igualmente, excluidos del total de muestras aquí presentes. 
 Los controles empleados, de carácter anónimo, se recogieron del Centro de Transfusión 
de Sangre de Galicia en espacios de tiempo lo suficientemente cortos como para asegurarse que 
no se incluyeran por repetido. Además, no se entregó remuneración económica en ningún caso, 
a fin de no incurrir en algún sesgo de selección de grupos sociales más desfavorecidos.  
 En el Estudio I, relativo a la búsqueda de variantes genéticas de susceptibilidad en 
elementos reguladores ultraconservados de TCF4, se emplearon 528 casos esquizofrénicos y 
270 controles de la base de datos de muestras, anteriormente descrita. La media de edad de las 
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muestras analizadas fue comparable entre ambos grupos, siendo 45,5 en casos y 41,5 en 
controles. Respecto al sexo, en los controles hubo un 50% de varones por un 67% en casos 
esquizofrénicos. 
 En el Estudio II, relativo a la búsqueda de variantes genéticas de susceptibilidad en 
elementos acelerados en humanos a lo largo de las regiones reguladoras de NPAS3, se 
emplearon 538 casos esquizofrénicos y 539 controles de la base de datos. La media de edad de 
las muestras analizadas en este caso fue 49,1 en casos y 40,9 en controles, mientras que, en lo 
relativo al sexo, un 57% de los primeros fueron varones por un 49,5% en los segundos. 
 En el Estudio III, centrado en la búsqueda de variantes genéticas de susceptibilidad en 
las regiones promotoras de genes relacionados con la esquizofrenia a partir de estudios de 
GWAS y de CNV, se utilizaron un total de 516 pacientes esquizofrénicos de la base de datos 
descrita, así como 516 controles sanos, de origen gallego. La media de edad y el porcentaje de 
varones en los casos fue de 49,5 y 67%, respectivamente, mientras que en controles fue de 57 
años de edad media y de 50,6% de varones. 
 
3.1.1.2. Muestras de ARN. 
 En el último trabajo del presente proyecto de tesis, el Estudio IV, se utilizó una 
colección de muestras post mortem de ARN de la región cerebral del giro cingulado procedentes 
de 31 casos esquizofrénicos y 26 controles sanos. Las muestras fueron obtenidas del la 
colección Array del repositorio de tejidos del Stanley Medical Research Institute (SMRI). Estas 
muestras analizadas incluyeron información sobre la exposición estimada de por vida a los 
antipsicóticos, pH cerebral y otros datos puestos a disposición del investigador por el SMRI. El 
pH cerebral se determinó de tejdo homogeneizado de la corteza occipital, y la integridad y 
pureza del ARN se determinaron con un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies, Santa 
Clara, CA). 
 Las muestras de ARN se recogieron, previo consentimiento informado de los familiares 
más cercanos, por examinadores médicos colaboradores del SMRI entre enero de 1995 y junio 
de 2002. Los especímenes fueron recolectados, manipulados y almacenados de una manera 
estandarizada. Para todos ellos, los criterios de exclusión fueron los siguientes: 
 Una significativa patología estructural cerebral en el examen post mortem realizado por 
un neuropatólogo cualificado o por técnicas de neuroimagen antes de la muerte del 
individuo 




 Historial de  deficiencias neurológicas focales antes de la muerte (esto es, algún 
problema en el funcionamiento del cerebro, la médula espinal y los nervios que afecta a 
un sitio específico, como el lado izquierdo de la cara, el brazo derecho o incluso un área 
pequeña como la lengua) 
 Presencia de una enfermedad del sistema nervioso central (SNC) en la historia clínica 
de la que se podría esperar una alteración de la expresión génica de manera persistente 
 Coeficiente intelectual (IQ) del individuo < 70 
 Mala calidad de la muestra de ARN 
En el caso de controles sanos, los criterios de exclusión adicionales fueron los siguientes: 
 Edad menor de 30 años (y, por lo tanto, todavía en el período de máximo riesgo) 
 Abuso de sustancias al menos 1 año antes de la muerte o presencia de cambios 
significativos relacionados con el consumo alcohol en el hígado 
 Los diagnósticos fueron hechos por dos psiquiatras experimentados, usando los criterios 
del DSM-IV y en base a los registros médicos y, en caso necesario, mediante entrevistas 
telefónicas adicionales con los miembros de la familia. Los diagnósticos de controles no 
afectados se basaron en entrevistas estructuradas por un psiquiatra de alto nivel con miembros 
de la familia para descartar diagnósticos psiquiátricos relacionados en el seno familiar. 
  
Figura 3. 1. Comparación de edad y sexo en las muestras de casos (31) y controles (26) analizadas. Para la 
comparación de edades, se empleó un test no paramétrico de Mann-Whitney; y para la comparación de proporciones 
de hombres y mujeres en casos y controles, una prueba exacta de Fisher de dos colas. 
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 Las características de las muestras utilizadas en este estudio se describen detalladamente 
en el ANEXO I. Dado que estas muestras se utilizaron para el análisis de expresión génica, se 
comprobó que no existiera sesgo alguno en el grupo de casos o en el de controles para alguna de 
las variables informadas que pudieran condicionar los resultados (figura 3.1). Los grupos de 
casos y controles mostraron edades similares (42,3 ± 8,83 en casos frente a 44,6 ± 7,09 en 
controles; valor P en el test de Mann-Whitney = 0,457) y una proporción de hombres y mujeres 
comparable (74,1% en casos frente a 84,6% en controles; P en el test exacto de dos colas de 
Fisher = 0,516).  
 
3.1.2. Preparación de las muestras para su utilización 
 Las muestras de ADN de los estudios I-III se obtuvieron de extracción de sangre total. 
Las muestras recopiladas de casos y controles durante los últimos años fueron recibidas como 
sangre fresca, congeladas, y almacenadas a -80 ºC. Posteriormente, se extrajo ADN mediante el 
robot de extracción Chemagic Magnetic Separation Module I, siguiendo las instrucciones para 
del protocolo del fabricante Chemagen (Baesweiler, Alemania). Una vez el ADN fue extraído, 
se cuantificó mediante el espectrofotómetro Nanodrop, obteniendo datos aproximados de la 
concentración y de la pureza del ADN, mediante análisis de la absorbancia. 
Para los estudios I-II, se prepararon placas de muestras de casos y controles a 20 ng/µL de los 
individuos utilizados, a partir de los datos de concentración previamente obtenidos. 
 En el caso del estudio III, se prepararon 86 pools de casos y otros 86 pools de controles, 
que se amplificaron y secuenciaron conjuntamente. Por ello, para garantizar la equimolaridad de 
las muestras integrantes de los pools, se recuantificaron las 516 muestras de casos y las 516 de 
controles analizadas en este estudio mediante 3 medidas independientes utilizando el ensayo 
dsDNA BR del fluorímetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. La media de las tres medidas se utilizó para elaborar una colección a 50 ng/µL, y 
éstas se agruparon en pools de 6 muestras. 
 Las muestras utilizadas en el estudio IV fueron preparadas previamente a la realización 
del análisis de datos de secuenciación de las mismas, por lo que dicho proceso queda fuera de 








3.2. SELECCIÓN DE REGIONES REGULADORAS  
 
3.2.1. Elementos ultraconservados en genes asociados a esquizofrenia. TCF4 
 Se realizó una búsqueda de genes asociados a esquizofrenia presentes en la base de 
datos de genes afectados o flanqueados por UCEs (https://users.soe.ucsc.edu/~jill/ultra.html). El 
gen TCF4 fue escogido para el estudio de variación rara en regiones ultraconservadas por su 
implicación en la esquizofrenia (Steinberg y cols., 2011a) y por albergar hasta dos elementos 
diferentes a lo largo de su estructura: UC435 (chr18:53,089,931-53,090,157; hg19), de 227 pb 
de longitud y que se encuentra en su totalidad en región no codificante intrónica y UC436 
(chr18:53,254,241-53,254,450; hg19), de 210 pb de longitud con 92 pb en región exónica (UTR 
+ CDS) y 118 pb en región intrónica. El elemento UC435 fue escogido para su estudio al ser 
éste enteramente no codificante y, en mayor medida, potencial regulador de la expresión génica. 
 Se realizó la identificación de secuencias homólogas de UC435 en los genomas de 22 
mamíferos placentarios y 3 marsupiales adicionales comparando dichas secuencias mediante la 
herramienta BLAST del servidor del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)con la 
secuencia de UC435 de la base de datos genómica de Refseq. Por otra parte, también se realizó 
la búsqueda de variantes en los datos de la Fase I del Proyecto de los 1000 genomas, que 
engloban 14 poblaciones procedentes de Europa, Asia Oriental, África subsahariana y América 
(1000 Genomes Project Consortium, 2012). Esta se llevó a cabo mediante la búsqueda a través 
de la base de datos del navegador del UCSC introduciendo las coordenadas de UC435. 
 
3.2.2. Selección de variantes en elementos acelerados en humanos (HAEs) de genes 
asociados a esquizofrenia. NPAS3 
 Los elementos acelerados en humanos (HAEs), que se definen como regiones del 
genoma cuya secuencia se haya conservada en mamíferos pero que acumulan un número 
elevado de mutaciones en el linaje humano, han sido objeto de búsqueda y caracterización en 
diversos estudios (Bird y cols., 2007; Bush y cols., 2008; Lindblad-Toh y cols., 2011; Pollard y 
cols., 2006a; Prahbakar y cols., 2006).  
 El gen NPAS3, relacionado con la aparición de la esquizofrenia (Kamnasaran y cols., 
2003; Pickard y cols., 2009), se escoge para el estudio de variación genética a lo largo de 
elementos HAEs, al ser éste el gen con mayor número de estos elementos (14) en todo el 
genoma (Kamm y cols., 2013a). Además, la mayoría de estas regiones funcionan como 
elementos reguladores de la expresión en pez cebra (Kamm y cols., 2013a) y ratón (Kamm y 
cols., 2013b).  
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 Se realizó una búsqueda de SNV presentes en la base de datos de los 1000 genomas en 
poblaciones europeas (1000 Genomes Project Consortium, 2012) en los HAEs de NPAS3, de 
acuerdo con las posiciones genómicas en Kamm y cols., 2013. De este modo, un total de 27 
variantes en población europea fueron seleccionadas de un total de 96 registradas en la base de 
datos para todas las poblaciones. 
 Además, por otra parte, los SNP en NPAS3con alguna evidencia de asociación con 
trastornos psiquiátricos en los GWAS también fueron elegidos mediante la búsqueda en la base 
de datos de Ricopili (http://www.broadinstitute.org/mpg/ricopili/) y el catálogo de GWAS 
(Welter y cols., 2014). De este modo, 6 SNP adicionales fueron también seleccionados para su 
estudio: rs1315132 (P = 0,0049 en trastorno por déficit de atención e hiperactividad (Neale y 
cols., 2010)), rs927327 (P = 0,00038 en esquizofrenia (Schizophrenia Psychiatric Genome-
Wide Association Study (GWAS) Consortium, 2011)), rs7155832 (P = 2,27 x 10
-5
 en trastorno 
bipolar (Sklar y cols., 2011)), rs8017055 (P = 0,000851 en depresión mayor (Ripke y cols., 
2013b)), rs8015929 (con P = 4 x 10
-6
 en GWAS de trastorno bipolar (Ferreira y cols., 2008)) y 
rs4982029 (P = 4 x 10
-6
 en un estudio combinado de trastorno bipolar, depresión mayor y 
esquizofrenia (Huang y cols., 2010)). 
 En el caso de las variantes que presentan alto desequilibrio de ligamiento (DL) entre 
ellos (r
2 
≥ 0,70), sólo una de ellas se retuvo para el diseño de los ensayos. De las 33 variantes, 3 
fueron eliminadas por ello: rs8015929 (Ferreira y cols., 2008), rs185215180 (perteneciente al 
HAE HACNS658) y rs12891186 (perteneciente al HAE 2xHAR157)  fueron eliminadas por 
estar en LD con rs4982029 (r
2
 = 1, en todas las poblaciones europeas de los 1000 genomas), 
rs190286431 (presente en población italiana de Toscana (TSI) a r
2 
= 1) y rs462723 (presente en 
población europea residente en Utah (CEU) a r
2 
= 0,74), respectivamente. Finalmente, un total 
de 30 variantes (25 SNV en elementos HAEs de NPAS3 en población europea de los 1000 
genomas y 5 SNP de estudios de GWAS de trastornos psiquiátricos) fueron seleccionadas para 
el diseño de un estudio de genotipado. 
 
3.2.3. Selección de genes de interés para la secuenciación de promotores mediante NGS 
 Los genes fueron seleccionados para la secuenciación de sus promotores basándose en 
dos fuentes diferentes: por un lado, aquellos que resultasen significativos en estudios de 
asociación de genoma completo o estudios similares con muestras de gran tamaño (Carrera y 
cols., 2012; O'Donovan y cols., 2008; Ripke y cols., 2013a; Steinberg y cols., 2011a)y, por otro, 
los presentes en CNV asociadas a esquizofrenia (Costain y cols., 2013; Degenhardt y cols., 
2013; Guha y cols., 2013; Lee y cols., 2012b; Levinson y cols., 2011; Malhotra y cols., 2011; 




Rees y cols., 2013; Vacic y cols., 2011). En lo relativo a estos últimos, dado que en la mayoría 
de las ocasiones la CNV afecta a la duplicación o deleción de más de un gen, se seleccionaron 
para su estudio aquellos genes candidatos en base a los siguientes criterios 
 Por un lado, se seleccionaron los genes con mayor probabilidad de estar involucrados en 
los fenotipos del sistema nervioso central de acuerdo con su función biológica 
relacionada con el mismo de las descritas en la base de datos Gene Ontology 
(Ashburner y cols., 2000), así como en la literatura. 
 Se seleccionaron, preferentemente, aquellos genes cuya secuencia promotora fuese 
relativamente conservada (mediante los valores de conservación PhastCons (Siepel y 
cols., 2005) y PhyloP (Pollard y cols., 2010)). 
 Por último, y como consecuencia de los múltiples diseños de PCR realizados, un factor 
determinante a la hora de la selección consistió en el mayor o menor rendimiento de las 
PCR en cada región, seleccionándose preferentemente aquellos genes candidatos cuyas 
regiones promotoras se amplificasen de forma más exitosa. 
 Las regiones promotoras de los genes seleccionados se basaron en los tránscritos 
descritos en la base de datos de Gencode versión v14. No obstante, en genes de gran número de 
tránscritos descritos según esta base de datos, se seleccionaron aquellos mejor descritos por 
estar también identificados en la base de datos de RefSeq. 
  El conjunto final de genes seleccionados consistió en los descritos a continuación: 
 ZNF804A, TCF4, SLC39A8, AKT3, DPYD, y el MIR137, de estudios de GWAS en 
esquizofrenia (Carrera y cols., 2012; O'Donovan y cols., 2008; Ripke y cols., 2013a; 
Steinberg y cols., 2011a). 
 BCL9 en 1q21.1, CYFIP1 en 15q11, MAGEL2 y CHRNA7 en 15q11.2-13.3, KCTD13, 
MVP, y TAOK2 en 16p11.2, PMP22 en 17p12, AATF, HNF1B, y LHX1 en 17q12, 
DGCR8 y COMT en 22q11.2, DLG1 y PAK2 en 3q29, 7q36 en CNTNAP2, y NRXN1 en 
2p16 , de estudios de CNV asociadas a la enfermedad. 
 Los diseños de PCR para la correcta amplificación de los 30 amplicones de regiones 
promotoras de los 23 genes seleccionados, así como aquellos que no fueron finalmente 
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3.3. DETECCIÓN DE MUTACIONES MEDIANTE HRMA 
 
3.3.1. Introducción teórica  
 HRMA (del inglés High Resolution Melting Analysis) es una técnica post-PCR para la 
identificación de variantes mediante la detección de cambios en el comportamiento de la 
disociación de ADN al aumentar la temperatura cuando existe alguna variante en su secuencia 
(Herrmann y cols. 2006, Vossen y cols. 2009, Wittwer 2009). Se basa en el principio de que la 
temperatura de desnaturalización de un amplicón determinado es dependiente de la composición 
de la secuencia del mismo (Ririe y cols., 1997). 
 Este método implica la realización previa de una amplificación mediante PCR en 
presencia de agentes intercalantes saturantes y fluorescentes que se unen entre la doble cadena 
de hebras hibridadas de ADN, como LCGreen. Al aumentar la temperatura necesaria para 
desnaturalizar la doble hebra de ADN, tiene lugar la pérdida del agente intercalante y, por 
consiguiente, una progresiva reducción en la señal de fluorescencia (figura 3.2). Este patrón de 
reducción en la señal luminiscente se monitoriza a lo largo del gradiente de temperatura 
aplicado (Reed y Wittwer, 2004).  
 
Figura 3. 2. Fundamento de la pérdida de fluorescencia al desnaturalizar la doble hebra de ADN. 
 
 
 El resultado es un perfil del patrón de desnaturalización que varía en función de la 
secuencia que se desee amplificar. En este sentido, un mayor contenido de GC a lo largo de la 
secuencia, y debido al mayor número de enlaces de hidrógeno entre las bases hidrogenadas de 
los nucleótidos, provoca que la desnaturalización de la doble hebra de ADN ocurra a 




temperaturas más elevadas. En presencia de variantes a lo largo de la secuencia, tras el proceso 
de amplificación mediante PCR se formarán homodúplex y heterodúplex, cuando las secuencias 
hibriden correcta o incorrectamente en la posición de la variante, respectivamente (figura 3.3). 
Esto contrasta con la única posibilidad de homodúplex existente si no hay cambios en la 
secuencia. Por ello, el análisis de perfiles de desnaturalización permite la distinción de 
hetrodúplex y homodúplex y la consiguiente detección de variantes en la secuencia de ADN 
(Graham y cols. 2005), convirtiendo a esta técnica en una alternativa muy económica para el 
barrido de mutaciones infrecuentes o raras en una secuencia de interés. 
 
Figura 3. 3. Cambio en la curva de fluorescencia en presencia de variantes genéticas en la secuencia analizada. 
 
 
 Una de las principales ventajas de esta técnica es que no es destructiva, pudiendo ser 
recuperadas las muestras al finalizar el análisis. Sin embargo, para la implementación de la 
técnica de HRMA es necesario que se cumplan una serie de requisitos muy importantes: 
- Buena calidad de la PCR: El producto de la reacción de amplificación debe ser único y 
específico, presentar un elevado rendimiento y en ausencia de dímeros. 
- El ADN utilizado en las diferentes muestras analizadas debe tener una concentración 
homogénea y estar en buen estado. 
- La optimización del proceso de PCR debe realizarse en presencia del agente intercalante, ya 
que este producto de amplificación es el que se analizará directamente en HRMA.   
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3.3.2. Amplificación del elemento UC435 de TCF4 para el análisis de mutaciones 
mediante HRMA 
 El diseño de los primers de extensión para la amplificación de la región del elemento 
conservado UC435 se realizó mediante el programa Primer3web (Untergasser y cols., 2012), de 
libre acceso online (http://primer3.ut.ee/). Previamente, la secuencia del elemento UC435 se 
extrajo de la base de datos de los 481 UCEs del estudio de Bejerano y cols. 
(https://users.soe.ucsc.edu/~jill/ultra.html) y se convirtió de las coordenadas genómicas de Julio 
de 2003 (NCBI34/hg16) a las de Febrero de 2009 (NCBI37/hg19) mediante la herramienta 
convert del browser de UCSC (https://genome.ucsc.edu/). La secuencia de ADN de UC435 se 
extrajo mediante la herramienta get DNA del browser de UCSC, con 100 pb a mayores a ambos 
extremos 5' y 3' de la secuencia, y el total de 427 pb se utilizó para el diseño de cebadores en 
Primer3web. El programa fue utilizado con los parámetros de diseño por defecto, y las 
propiedades de los primers y localización de región diseñada (chr18:53089911-53090194) se 
describen en las tablas 3.1 y 3.2. 
 
Tabla 3. 1. Secuencia y temperatura de fusión de los cebadores diseñados para la amplificación del elemento 
UC435.  
Amplicón Primer Secuencia Tª fusión 
uc435 
Primer F CTGGATCTTGGAAAGCCTGA 64,64 
Primer R TCCTCATCATTCTGCCTGTAAA 63,8 
 
Tabla 3. 2. Propiedades de la secuencia diseñada para la amplificación del elemento UC435. 1 El elemento 
ultraconservado se extrajo de Bejerano y cols. (2004)  















Posteriormente se comprobó, mediante PCR in silico (https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgPcr), que los primers diseñados no amplificaban en ninguna otra región del genoma que 
no fuese la deseada en TCF4. Además, mediante la herramienta BLAT del browser de UCSC 
(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) se comprobó que las secuencias de los primers, 
individualmente, no se hibridaban en ninguna otra región del genoma humano. Por último, se 
comprobó que no existían variantes conocidas a lo largo de las secuencias de los cebadores. 
Para ello se utilizó la herramienta SNPCheck (http://ngrl.org.uk/SNPCheck/snpcheck.htm). 
Las condiciones de reacción de PCR se optimizaron en un termociclador Applied 
Biosystems® Veriti® (Life tecnologies, California). En este proceso se utilizaron los reactivos 




LightScanner Master Mix (Idaho Technologies, Salt Lake City, Utah), que incluye a la enzima 
polimerasa Taq, un anticuerpo para la activación de la enzima mediante su liberación (por la 
metodología Hot Start), dNTPs, y MgCl2 10 mM. Junto con la mezcla Master Mix, se añadieron 
las disoluciones de los primers a 10 µM, el colorante saturante LC Green Plus 10X (Idaho 
Technologies, Salt Lake City, Utah) y 20 ng de ADN, en las cantidades establecidas según el 
protocolo establecido para la enzima empleada. Finalmente, se añade aceite mineral, para evitar 
la evaporación de los reactivos, a los 13 µL de mezcla de reacción (tabla 3.3). Las reacciones se 
llevaron a cabo en placas opacas de 96 pocillos (Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA). 
 
Tabla 3. 3.  Condiciones de amplificación en PCR de la región deUC435 en TCF4. En la tabla se representan los 
valores de concentración inicial ([   ]i) y concentración final de reactivos ([   ]f) en µM, así como el volumen añadido 
de los mismos en µL. 
 uc435 [   ]i /µM [   ]f /µM  V /µL 
Master Mix - - 6 
LC Green - - 1,2 
PRIMER F 10 0,48 0,62 
PRIMER R 10 0,48 0,62 
DNA muestra (ng/µL) 20   1 
H2O mQ     3,56 
 
 Las condiciones de la reacción de PCR para la amplificación de UC435 se optimizaron 
a partir del protocolo de recomendado del manual de HRMA de Light scanner (Idaho 
Technologies Salt Lake City, Utah) mediante variaciones en las temperaturas de alineamiento, 
los tiempos de extensión y en el número de ciclos de reacción (tabla 3.4), chequeando los 
productos de la optimización en chips de Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies Santa 
Clara, California). Este equipo, conectado a un PC, permite la separación de los productos de 
reacción mediante electroforesis de una forma rápida y precisa. La elevada resolución de la 
carrera electroforética y la estimación de la concentración a partir de la intensidad de cada 
banda son factores muy ventajosos a la hora de optimizar, mediante esta tecnología, la reacción 
de PCR con exactitud.  
El protocolo optimizado se utiliza para la amplificación de un conjunto de 528 casos 
esquizofrénicos, en 6 placas, y 270 controles sanos, en 3 placas. Los productos de reacción se 
chequean mediante electroforesis en Agilent 2100 Bioanalyzer y se llevan al equipo de HRMA 
light scanner. 








Ciclos (35x) Extensión 
final 
Final 
Desnaturalización  Alineamiento Extensión 
UC435 
94 ºC 94 ºC 59 ºC 72 ºC 72 ºC 12 ºC 
2 min. 30 seg. 30 seg. 1 min. 7 min. 2 min. 
 
 
3.3.3. Análisis de variantes genéticas en UC435 mediante HRMA. 
 El perfil de fluorescencia esperado para la secuencia amplificada del elemento UC435 
(chr18:53,089,911-53,090,194) se analizó mediante el software uMELT (Dwight y cols., 2011; 
https://www.dna.utah.edu/umelt/um.php).   
La búsqueda de mutaciones en UC435 en 528 casos y 270 controles se realizó en el 
equipo de HRMA LightScanner® (Idaho Technologies, Salt Lake City, Utah), el cual es 
compatible con el termociclador Veriti® (Life tecnologies, California) previamente utilizado, 
mediante el software Call –IT 2.0 (Idaho Technologies, Salt Lake City, Utah). El uso de esta 
técnica es muy indicado en el presente caso de la detección de variantes raras, pues existe un 
grupo definido de perfiles de fluorescencia similares (sin variante) que se diferenciaría 
claramente de las muestras con posibles variantes. 
En el análisis, en primer lugar se marcan los negativos de reacción. Seguidamente, y 
tras la calibración del instrumento, se estudian los patrones de pérdida de fluorescencia al 
desprenderse el agente intercalante LC Green en un barrido de temperaturas desde 45 ºC hasta 
94 ºC. Este proceso se realizó acuerdo con las instrucciones del fabricante (Idaho Technologies, 
Salt Lake City, Utah), donde cada muestra de 12 µL se desnaturalizó a una velocidad de 0,1 
ºC/segundo adquiriéndose 14 valores de fluorescencia por ºC incrementado de temperatura. Los 
perfiles de las curvas de desnaturalización de cada muestra se normalizan para que tengan 
misma temperatura inicial y final y, finalmente, se agrupan los distintos perfiles de 
desnaturalización (si hay diferencias) en grupos distinguibles que se hacen más visibles 
mediante la transformación de las curvas normalizadas de fluorescencia en curvas de gradiente 








3.4. TECNOLOGÍA DE GENOTIPADO DE SEQUENOM 
 
3.4.1. Introducción teórica  
 La tecnología de Sequenom (Sequenom, San Diego, CA) permite el genotipado de entre 
1 y 40 variantes genéticas por reacción, como SNP, inserciones y deleciones, o mutaciones 
mediante la utilización de la plataforma de espectrometría de masas MassARRAY. La base 
química de esta técnica se fundamenta en los siguientes pasos consecutivos: 
 Amplificación del ADN mediante una PCR multiplex (Assay designer). Este proceso 
puede ser repetido unas 30 - 40 veces, tras el cual tiene lugar la purificación mediante la 
enzima SAP (del inglés Shrimp Alkaline Phosphatase), que defosforila los dNTPs en el 
extremo 5´ para que no puedan ser incorporados por la polimerasa en fases posteriores. 
 Minisecuenciación de una sola base o SBE (del inglés Single Base Extension). El 
fundamento de la técnica de minisecuenciación consiste en que la secuencia de ADN 
que contiene el SNP sirve como molde para la sonda, que se une al mismo sólo si ambas 
son complementarias en el sitio polimórfico (figura 3.4) y con la ayuda de la ADN 
polimerasa, se va extendiendo. Monitorizando la extensión del primer se consigue 
identificar el alelo presente en la muestra de ADN.  
 
Figura 3. 4. Extensión específica de primer en la minisecuenciación (SBE)( Kwok, 2001) 
 
 
 Detección mediante el sistema MALDI-TOF (del inglés Matrix Assisted Laser 
Desorption/ Ionization Time of Flight) en el Autoflex (Bruker Daltonics GmbH, 
Bremen, Alemania). Mediante espectrometría de masas, se detectan los productos a 
partir de su masa molecular, pudiendo discriminarse un alelo u otro. Las bases 
empleadas se modifican para que exista una diferencia entre ellas superior al mínimo 
detectable de 15 Da (Chen y Sullivan, 2003).  
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 El genotipado en Sequenom de los trabajos aquí presentados se realizó en la plataforma 
del Centro Nacional de Genotipado (CEGEN) de Santiago de Compostela. 
 
 
3.4.2. Genotipado de variantes en elementos acelerados en humanos (HAEs) de NPAS3. 
 De las 30 variantes seleccionadas para el estudio de la variación genética en NPAS3que 
se utilizaron para el diseño de un ensayo multiplex mediante Sequenom MassArray (Sequenom, 
San Diego, CA), 4 fueron excluidas. Las variantes rs73270956 (HAE HAR202), rs138639467 
(HAE HAR21), rs140756409 (HAE HAR202) y rs57977791 (HAE HAR189-HACNS489) 
fueron eliminadas al no poder ser incorporadas al ensayo multiplex en Sequenom. 
 MassArray IPLEX se utilizó para determinar el genotipo de las variantes seleccionadas 
en un ensayo múltiple de alto nivel, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
3.4.3. Confirmación mediante genotipado de variantes de secuenciación dirigida en 
regiones promotoras. 
 La plataforma de Sequenom MassArray (Sequenom, San Diego, CA) fue utilizada para 
analizar la presencia de falsos positivos en las variantes detectadas por la plataforma de 
secuenciación de SOLiD, siguiendo el procedimiento detallado en el apartado 3.6. 
 Para ello, se seleccionaron 106 SNV cuya predicción funcional en RegulomeDB fuese 
2, de modo que, escogiendo el grupo de variantes de mayor predicción funcional, se analizase la 
tasa de falsos positivos en la selección de variantes más propensas a serlo. De los 106, un total 
de 89 entraron finalmente en un ensayo de 4 multiplexes (multiplex W1 con 30 SNV, multiplex 
W2 con 29 SNV, multiplex W3 con 26 SNV y multiplex W4 con 4 SNV).  
 Las variantes fueron genotipadas en las muestras potencialmente afectadas (se 
genotiparon todas aquellas pertenecientes a cualquier pool que las contuviese). MassArray 
IPLEX se utilizó para determinar el genotipo de las variantes seleccionadas en un ensayo 









3.5. SECUENCIACIÓN DE SANGER  
 
3.5.1. Amplificación del elemento UC435 de TCF4 para la secuenciación de Sanger de las 
muestras con posibles variantes. 
Las condiciones de reacción se optimizaron en un termociclador Applied Biosystems® 
Veriti® 96 wells (Life technologies, California). En el proceso optimizado de amplificación se 
utilizaron como reactivos dNTPs 10 mM, MgCl2 25 mM, disolución de los primers 
anteriormente utilizados en el estudio de HRMA del UC435, a 10 µM, y el kit de Promega 
(Wisconsin, USA) Gotaq® Flexi ADN Polymerasa, en los volúmenes finales indicados en la 
tabla 3.5. Finalmente, se añaden 20 ng de ADN de las muestras estudiadas. Las condiciones de 
reacción utilizadas previa optimización se describen en la tabla 3.6. 
Los productos de reacción se chequearon en chips de Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
technologies Santa Clara, California), para evaluar su presencia y especificidad. 
 
Tabla 3. 5. Condiciones de amplificación en PCR de la región deUC435 en TCF4 para secuenciación. En la tabla 
se representan los valores de concentración inicial ([   ]i) y concentración final de reactivos ([   ]f) en µM, así como el 
volumen añadido de los mismos en µL. 
 uc435 [   ]i /µM [   ]f /µM  V /µL 
5X Gotaq®  Flexi buffer 5 1 5 
Gotaq® ADN pol(U/µL) 5 0,025 0,125 
MgCl2 (mM) 25 2 2 
dNTPs 10 0,2 0,5 
PRIMER F 10 0,6 1,5 
PRIMER R 10 0,6 1,5 
DNA muestra (ng/µL) 20  1,6 2 
H2O mQ  - -  12,375 
 
 





Ciclos (35x) Extensión 
final 
Final 
Desnaturalización  Alineamiento Extensión 
UC435 
94 ºC 94 ºC 57 ºC 72 ºC 72 ºC 4 ºC 
2 min. 30 seg. 45 seg. 1 min. 7 min. ∞ 
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3.5.2. Secuenciación de las muestras con posibles variantes en UC435 
  El producto de amplificación se purificó para, posteriormente, continuar con la reacción 
de secuenciación y el análisis de su secuencia. Para ello, se empleó el kit de ExoSAP-IT® 
(Affymetrix, Santa Clara, California). Este kit de purificación contiene Exonucleasa I y Shrimp 
Alkaline Phosphatase, y 0,85 µL del mismo se añaden sobre 2,15 µL de los productos de 
amplificación distribuidos sobre una placa de 96 pocillos. En la reacción se utilizó de nuevo un 
termociclador Applied Biosystems® Veriti® 96 wells (Life technologies, California), y en él se 
llevaron a cabo una incubación a 37 ºC para la purificación propiamente dicha (eliminación de 
los nucleótidos sobrantes y degradación de los cebadores), y una posterior a 80 ºC para inactivar 
a la enzima ExoSAP-IT® (tabla 3.7). 
 Tras la purificación, se procedió a la realización de la reacción de secuenciación. Para 
ello, se empleó el kit ABI Prims® BygDye® terminator v 3.1 Cycle sequencing (Thermo Fisher 
Scientific, Massachusetts), y la reacción tuvo lugar de nuevo un termociclador Applied 
Biosystems® Veriti® 96 wells (Life technologies, California). Las condiciones se describen en 
la tabla 3.8 
 
Tabla 3. 7. Condiciones de la reacción de purificación de productos amplificados de UC435 mediante el kit 
ExoSAP-IT. 
Amplicón Incubación I Incubación II Final 
UC435 (amplificado) 
37 ºC 80 ºC 4 ºC 
15 min. 15 min. ∞ 
 
Tabla 3. 8. Condiciones de la reacción de secuenciación de los productos purificados de UC435 mediante el kit 
BygDye. 
Amplicón Paso I 
Ciclos (25x) 
Final 
Paso II Paso III Paso IV 
UC435( purificado) 
96 ºC 96 ºC 50 ºC 60 ºC 4 ºC 
1 min. 10 seg. 5 seg. 1 min 15 seg. ∞ 
 
 Una vez secuenciado, el producto de reacción se precipitó y su secuencia se leyó en el 
3730xl ADN Analyzer de Applied Biosystems (Life technologies, California). Este equipo 
genera archivos de secuencia ABI, que se importan al software software Seq Scape® Version 
2.5 de Applied Biosystems (Life technologies, California) para poder leer dichas secuencias. 
Mediante comparación de las secuencias con las de referencia en hg19 para la región 
secuenciada de UC435 extraída mediante la herramienta get DNA del browser de UCSC, se 




comprobó si existen variantes genéticas que justifiquen las diferencias en las curvas de 
desnaturalización en las muestras seleccionadas. 
 
3.5.3. Secuenciación para la confirmación de las 30 regiones promotoras diseñadas  
 Una vez fueron optimizadas todas las PCRs, se amplificaron los 30 promotores 
finalmente incluidos en el estudio en muestras de ADN de controles sanos, y se llevaron a 
secuenciar al servicio de secuenciación de la USC, donde su secuencia se leyó en un 3730xl 
ADN Analyzer de Applied Biosystems (Life technologies, California). 
 
3.6. SECUENCIACIÓN DE NUEVA GENERACIÓN (NGS). PLATAFORMA DE SOLID 
 
3.6.1. Introducción teórica 
 La plataforma secuenciación de nueva generación (NGS) SOLID (del inglés Sequencing 
by Oligo Ligation and Detection) salió al mercado en Octubre de 2007. Puede ser utilizada para 
secuenciación de genoma completo (WGS), resecuenciación de regiones concretas, estudios de 
expresión génica y del transcriptoma y estudios de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). 
Cada carrera de secuenciación corrida en este instrumento requiere aproximadamente una 
semana y produce 3-4 Gb de datos de secuencia con una longitud de lectura de 25-35 pb, 
superando claramente el rendimiento de la tecnología de secuenciación de Sanger. En el 
proceso, tienen lugar las siguientes etapas (figura 3.5): 
 En primer lugar, se realiza la preparación de las librerías de los fragmentos a 
amplificar. Esta etapa comienza con una sonicación inicial para fragmentar el ADN en 
fragmentos de 100-110 pb. A continuación, a estos fragmentos se les añaden dos 
adaptadores en ambos extremos (P1 y P2), pudiendo uno de ellos tener además un 
pequeño fragmento "código de barras" de forma que se pueda realizar la secuenciación 
multiplex. Se hace una selección de los fragmentos con adaptadores de tamaño 
adecuado mediante electroforesis en gel, para pasar a la siguiente fase, de amplificación 
de los mismos mediante PCR. Una vez finalizada la ePCR, se realiza una reacción de 
PCR cuantitativa (qPCR) para cuantificar la concentración de los productos 
amplificados. 
 Tras la creación de las librerías, tiene lugar un proceso de amplificación mediante 
PCR en emulsión (ePCR). De esta forma, los fragmentos de ADN ya preparados (con 
la unión de los adaptadores) se unen a bolas magnéticas SOLiD™ P1 DNA Beads, que 
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poseen uno de los dos primers (P1) unidos en su superficie para posibilitar la unión de 
los fragmentos que se van a amplificar. La reacción utiliza reactivos similares a los de 
una PCR normal (cebadores, enzima,...), además de una fase orgánica donde se 
integran, con agitación, esferas de fase acuosa que contiene todos los elementos 
anteriormente descritos y que actúan como reactores en paralelo para la amplificación. 
De este modo, los reactores son monoclonales o policlonales en función de si las bolas 
magnéticas incorporan cebadores exclusivos para un fragmento o distintos cebadores 
para amplificar varios fragmentos diferentes. Una vez finalizada la ePCR, se cuantifican 
los productos amplificados y tiene lugar la fase de enriquecimiento, mediante la cual se 
realiza un lavado y una subsiguiente centrifugación con glicerol al 60% para que las 
bolas sin producto amplificado se separen de las que sí lo tienen. 
 En tercer lugar, tiene lugar la adición de un grupo químico en los extremos 3' de los 
fragmentos amplificados para la deposición de las bolas amplificadas sobre las placas 
o slides de la plataforma de SOLID. Durante este proceso, se puede decidir la división 
del slide, y en vez de uno solo, emplear 4 o incluso 8 secciones distintas. La utilización 
de mayores densidades de bolas por slide resulta en un mayor nivel de rendimiento para 
el mismo sistema. 
 
Figura 3. 5. Esquema de la secuenciación de SOLiD. Figura modificada de Voelkerding y cols. (2009) 
 
 
 Finalmente, tiene lugar la secuenciación por ligación. Este procedimiento es el 
responsable de la baja tasa de falsos positivos de la plataforma de SOLID en 




comparación con otras coetáneas. Para ello, SOLID emplea el sistema 2BE (de inglés 
2base color encoding) de codificación de las combinaciones de dinucleótidos mediante 
colores. de esta forma se utilizan pequeños segmentos o sondas con todas las 
combinaciones de dinucleótidos posibles y constituidos de la siguiente forma: el par de 
nucleótidos en 5', seguido de 3 bases degeneradas y una cola de varias bases que 
comienza con un sitio de rotura enzimática y en el extremo 3' presenta un grupo 
fluoróforo correspondiente al color del dinucleótido en 5'. Tras la unión del cebador al 
fragmento a secuenciar, los distintos segmentos se unen en función de la secuencia de 
las dos primeras bases. Después de la unión del primer segmento, se rompe el mismo 
por el sitio de rotura y se registra la señal fluorescente para la secuencia de esos dos 
primeros nucleótidos. A continuación, el siguiente segmento se une a la posición del 
primero + 3 (correspondiente a las 3 bases degeneradas) y una ligasa une ambos, 
ocurriendo nuevamente la rotura del segundo segmento y la liberación y registro de la 
señal fluorescente. Este proceso se repite a lo largo de toda la secuencia a amplificar. 
Además, se utilizan cinco combinaciones distintas de primers que difieren en la 
longitud del mismo en el extremo 3' (primer n, primer n-1,..., primer n-4), lo que 
permite combinar la información de las 5 posibles secuencias "dinucleótido + 3 bases 
degeneradas" e inferir toda la secuencia del fragmento, además de servir de corrección 
de posibles errores en la secuenciación de alguna de ellas. La última versión de SOLID 
(SOLID 5500xl) incluye además otra secuenciación más, desde uno de los primers 
anteriores pero con un código de colores basado en combinaciones de 3 nucleótidos 
situados en la posición 1, 2 y 4 de cada segmento unido. 
 
3.6.2. Secuenciación de genes de estudios GWAS y de CNV en esquizofrenia para el 
análisis de variantes reguladoras 
 
3.6.2.1. Diseño de las regiones diana de secuenciación (targeted resequencing) 
 En el presente estudio, dado que se trató de una resecuenciación dirigida a regiones 
diana de interés, el enriquecimiento en las mismas se realizó mediante amplificación de PCR, 
con anterioridad a la creación de librerías. 
 Con el propósito de asignar de forma inequívoca las regiones reguladoras de un gen 
específico, se consideraron sólo aquellas en los sitios de inicio de la transcripción (TSS) de los 
genes seleccionados, que se corresponden a las secuencias promotoras de los mismos. Estas 
secuencias son, además, las regiones que explican en mayor medida la variabilidad en la 
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expresión de un gen (Ecker y cols., 2012), por lo que representan la aproximación ideal para el 
estudio de la variación genética como factor regulador de la expresión génica. Uno de los 
hallazgos más importantes del proyecto Encode fue determinar que estas secuencias promotoras 
reguladoras rodean el TSS, distribuyéndose simétricamente alrededor del mismo, y sin un sesgo 
hacia las regiones upstream que preceden al inicio del gen, tal y como se creía habitualmente 
(Birney y cols., 2007). Las señales de intensidad de los ensayos de immunoprecipitación de la 
cromatina revelan un enriquecimiento que se extiende al menos 1000 pb en ambos sentidos, en 
los genes.  
 Por estas razones, se optimizaron los diseños de amplificación mediante PCR de las 
secuencias promotoras de los genes seleccionados para su estudio debido a evidencias en 
estudios de CNV y de GWAS abarcando, en cualquier caso, un mínimo de 2000 pb centrados en 
los TSS de los tránscritos estudiados. El diseño de PCR en regiones TSS es de mayor dificultad 
que en las regiones codificantes debido a las características particulares de la secuencia en las 
primeras, tales como motivos repetitivos o un alto contenido de GC. Debido a eso, y dado que 
se procuró la amplificación de largas regiones de ADN en los elementos promotores ( > 2000 
pb) mediante PCR de largo alcance, se utilizaron ADN polimerasas HF (de alta fidelidad), de 
considerable menor ratio de errores (Cline  y cols., 1996; Kitabayashi y cols., 2002; McInerney 
y cols., 2014), en combinación con otros reactivos como DMSO y buffers específicos para tales 
situaciones provistos en los reactivos de cada una de las enzimas utilizadas. En concreto, fueron 
tres las enzimas probadas en los tránscritos amplificados: PfuUltra II Fusion (Agilent 
technologies, Santa Clara, CA), Phusion Hot Start II (New England Biolabs, Ipswich, MA) y 
Q5 HF DNA polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA).  
 El diseño de los cebadores de extensión se realizó mediante el programa Primer3web 
(http://primer3.ut.ee/). Previamente, se extrajo la secuencia de 2000 pb de cada una de las 
regiones promotoras de interés en coordenadas genómicas Febrero de 2009 (NCBI37/hg19) 
mediante la herramienta get DNA del navegador del UCSC, con 100 pb a mayores a ambos 
extremos 5' y 3' de la secuencia, y el total de secuencia seleccionada se llevó al diseño de 
cebadores mediante Primer3web, con los parámetros de diseño por defecto. No obstante, para el 
diseño de las regiones amplificadas y, por ende, de los cebadores de extensión, se tuvieron en 
cuenta las siguientes situaciones: 
 En caso de solapamiento entre las regiones promotoras de más de un tránscrito de un 
mismo gen (en las regiones de 2000 pb), se diseñó la amplificación para la región que 
englobase a todos ellos 
 Se tuvo en cuenta la presencia de regiones repetitivas (que se extrajeron como 'N's en la 
secuencia de ADN de la región de interés), de forma que los primers de extensión no 




hibridasen en estas regiones. En caso de que las regiones adicionales de 100 pb en 
donde se ubican los cebadores en 5' y 3' estuviesen compuestos por regiones repetitivas, 
se aumentó la longitud del amplicón diseñado hasta encontrar 100 pb en las que hubiera 
secuencia no repetitiva para el diseño del primer. 
 Una vez diseñada la pareja de primers en Primer3web, se comprobó mediante PCR in 
silico (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) que los primers diseñados no amplificaban en 
ninguna otra región del genoma que no fuese la deseada en los genes de interés. Además, 
mediante la herramienta BLAT del browser de UCSC (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) 
se comprobó que las secuencias de los primers, individualmente, no hibridaban en ninguna otra 
región del genoma humano.  
 Posteriormente, con el diseño del amplicón finalizado, se trató de optimizar el proceso 
de amplificación de las secuencias promotoras escogidas mediante la enzima Phusion Hot Start 
II. En el diseño de PCR, en los casos problemáticos (ausencia de amplificación o amplificación 
inespecífica), se siguieron las siguientes estrategias de optimización: 
 Cambiando el buffer provisto por la casa comercial (Buffer HF, utilizado en primer 
lugar, se cambió por el Buffer GC para las regiones que no amplificaban). 
 Añadiendo reactivos que facilitasen la apertura de regiones de posibles estructuras 
secundarias rígidas (mediante adición de DMSO en las regiones que no amplificaban). 
 Modificando las condiciones de PCR: tiempos de extensión, temperaturas de 
alineamiento, tiempo de desnaturalización inicial. 
 Modificando el tipo de PCR empleado: PCR anidada, una variante de la PCR 
convencional que comprende  dos rondas de amplificación con distintos pares de 
cebadores en cada una, con el fin de incrementar la sensibilidad y la especificidad de la 
detección. Esta variante fue empleada en aquellos tránscritos con amplificación 
inespecífica en cualquiera de las condiciones anteriores.  
 En los casos en los que ninguna de las anteriores opciones permitió una amplificación 
de las regiones seleccionadas específica, reproducible y con buen rendimiento, se modificó el 
diseño mediante las siguientes alternativas, combinándose a su vez con las 4 opciones 
destacadas anteriormente cuando correspondiese: 
 Cambiando la enzima utilizada. La enzima Phusion Hot Start II se modificó por la Q5 
HF DNA polymerase, en las condiciones básicas recomendadas o mediante las pautas 
anteriormente descritas para los cosas problemáticos. En aquellos casos en donde 
tampoco esta nueva enzima arrojó resultados más favorables, se probó la tercera opción, 
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PfuUltra II Fusion, probándose igualmente los cambios anteriormente descritos en 
aquellos donde persistía el problema de amplificación 
 Cambiando la pareja de cebadores. En los casos de amplificación inespecífica, se probó 
a utilizar cebadores de mayor longitud, cambiando la longitud por defecto de 18-20 a 
22-24 pb en el softwarePrimer3web. Por la contra, en casos en donde no hubiera habido 
amplificación de ningún tipo, se escogió la siguiente pareja de cebadores de la lista de 
resultados iniciales del primer3 para ese tránscrito. 
 Reduciendo la longitud de los amplicones. En los casos en los que se hubiesen juntado 
varias regiones de un gen al solaparse los promotores de varios tránscritos del mismo, 
se probó a separar las regiones promotoras en unidades de menor longitud, tratando de 
cubrir al máximo la región pero sin llegar a solaparse regiones en distintos diseños de 
amplicones, de forma que ninguna región estuviese sobrerrepresentada en el conjunto 
final de promotores. 
 Las múltiples opciones probadas para cada uno de los genes deseados concluyeron 
finalmente en la selección de las 30 regiones promotoras de mejor rendimiento en la reacción de 
PCR del total de amplificaciones probadas. Estas regiones finales, se correspondieron con las 
regiones promotoras de 23 genes relacionados con la etiología de la esquizofrenia a partir de 
estudios GWAS y de CNV, comprendiendo un total de 77854 pb de secuencia reguladora. Dado 
el gran número de PCRs implementadas, las condiciones de las mismas para cada una de las 
regiones finalmente amplificadas, así como los volúmenes de reactivos empleados se describen 
en el ANEXO III - IV. 
A continuación se describen las regiones escogidas para su amplificación en el presente trabajo 
de secuenciación de promotores por obtener los mejores rendimientos (tabla 3.7), al igual que 
aquellas que no se incluyeron finalmente (tabla 3.8), de la selección de genes procedentes de 
CNV y de estudios de GWAS en esquizofrenia. 
 Las parejas de primers diseñadas para la amplificación de las 30 regiones reguladoras 


























































2827 6,4 45,42 AMP8 PHUSION 
MVP 16p11.2 
chr16: 29830829 - 
29833231 
2403 9,61 54,02 AMP12 PHUSION 
KCTD13 16p11.2 
chr16: 29935927 - 
29939731 




































































1659 18,64 60,46 AMP52B Q5 
NRXN1 NRXN1 
chr2: 50573210 - 
50576396 








3267 7,47 44,84 AMP3B PHUSION 
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Tabla 3. 10. Propiedades de las regiones promotoras  finalmente  no incluidas en el presente estudio 



























































































































Tabla 3. 11. Secuencia y temperatura de fusión de los cebadores diseñados para la amplificación de todos los 
promotores estudiados 
Amplicón Primer Secuencia Tª fusión 
AMP1A 
Primer F AAATGCATGCACACACTTTTTC 64,1 
Primer R TAAAGTGGGCGTTATTTGCTTT 63,6 
AMP2 
Primer F CAGACTCCCCCAAGTGGATA 64,28 
Primer R TCAGGAGTGCTCTTCCGACT 64,6 
AMP3A 
Primer F TCCAAAAAGCCTCCTGCTAA 62 
Primer R CAGCTTCCTGCCAACAGTTT 64 
AMP3B 
Primer F ACATTCCACACCATCAGCAA 64,6 
Primer R AAACAGAACACAGAGTGGGTTG 63,4 
AMP5bis 
Primer F TCTGATCTCCCACTTCCCTAAA 64,1 
Primer R CACCTCAGCGACATAAGCAG 64 
AMP6 
Primer F GCCTAGGCAGAGGAGACCTT 64,12 
Primer R CTCCCACCCCATTCTCTGTA 64,28 
AMP8 
Primer F CTGGATCTTGGAAAGCCTGA 64,64 
Primer R TCCTCATCATTCTGCCTGTAAA 63,8 
AMP9bis 
Primer F CATGCACCTTCTGTCTTCCA 64,4 
Primer R AATCCTTTGGGGGATCATTC 64,1 
AMP10 
Primer F TCGGGTTGATGTTCTTCCTC 64,42 
Primer R TTCGTTCTGTGCAATGTGGT 64,68 
AMP12 
Primer F TACACCACCTCCATCCCTTC 64,18 
Primer R TTTTTGCAGGCCTCACTTCT 64,17 
AMP17bis 
Primer F TAAAGGGGATGACTCGGTTG 63,7 
Primer R GTTGGGAGACACGGCATATT 63,7 
AMP19 
Primer F TCCTGTACCCACTGCATCAA 64,2 
Primer R TGCACAACCTTGATCCAAAA 64,1 
AMP21 
Primer F AAATCAATCGTTGCCCATTC 63,5 
Primer R GCTGAGGTTGGGACTTACGA 64,2 
AMP23 
Primer F TTTCAGCTTCCGTCTGGTCT 63,9 
Primer R GTCTGATGAGGCCCAGAGAG 64 
AMP24 
Primer F TTAAATGTGGGGTGGGAGAA 64 
Primer R ACCTTTTGTCCGTGTCCAAG 63,9 
AMP25 
Primer F TCTGTCCTAAAGCGGAGTGG 64,3 
Primer R CTCCAACCCCAGCACTGTAT 63,9 
AMP29 
Primer F AATTCAAACAGCAAAGGGACAT 63,8 
Primer R TGCACTTCTAAAGGAATGCAGA 64,0 
AMP31 
Primer F GAAGAAGAACGTCATCCAGAGG 64,3 
Primer R ACTCAGGGAGGTCTGTCTAACG 63,9 
AMP32 
Primer F GAGGATGACTTTCACCATCTCC 64,1 
Primer R GGATCCACCTCCAATTGACTT 64,3 
AMP39 
Primer F CAGTCTGCATTCACAGAAGACC 64,2 
Primer R GTGATAAAGCCAAAAGCTCCAG 64,1 




Primer F CACTAGTAGGGATGTCCCTTGG 63,9 
Primer R TTTCTTTAGGGTTCTGGGATGA 63,8 
AMP43 
Primer F CCTGTATTAGCAAAGGGGACAG 63,8 
Primer R AGAAAACCCGTACACTTGGACA 64,8 
AMP44B 
Primer F CGAAAAGAAAATATGCGTTCCT 63,3 
Primer R TAAGCCTCACTTCTTCCCAAAG 63,7 
AMP45B 
Primer F TACAGGAGGTGAAGGGGTAGAA 64 
Primer R GCAAAAACGAAGAGCAACTTTT 63,7 
AMP47B 
Primer F TTCCCCTACAACCATTCAAACT 64,2 
Primer R TCTTGGAACAGGCAGAGTAAGA 64,1 
AMP48 
Primer F GCAGCCCCCAGAATTATAAAC 63,6 
Primer R TTTGCAACTGTTGACCACATC 64,0 
AMP49B 
Primer F TTTCGCTCTAGGATCCACTCTC 64 
Primer R AAAATGTGCATGAGATGTTTGC 64,1 
AMP50X 
Primer F ATGAGCTGATTCATCCTCGTTT 62,1 
Primer R CCTGCTGCTTTGTTGCTCTA 61,4 
AMP52B 
Primer F GCACTTTTCCCAAATAAAAACG 63,5 
Primer R CAAACCTGTTGACATCACACCT 64,2 
AMP54 
Primer F TAGGGGTGAGGGGAGTAGGT 64 
Primer R CTTGGCATATAACGGGCACT 64 
 
 
3.6.2.2. Amplificación de las regiones diana de secuenciación (targeted resequencing) 
 Una vez optimizadas las reacciones de PCR que se llevarían a cabo en el presente 
estudio, se realizó la amplificación de las regiones a estudiar en la población de 516 casos 
esquizofrénicos y 516 controles, agrupados en pools de 6 muestras. Con anterioridad a la 
amplificación final en los 172 pools, se comprobó mediante secuenciación de Sanger que las 
secuencias amplificadas se correspondían con las regiones de interés (apartado 3.5.3). Una vez 
hecho esto, los 30 amplicones optimizados en 86 pools de casos y otros tantos de controles se 
amplificaron, organizados en 2 placas de 96 pocillos y de forma intercalada para evitar posibles 
sesgos en ambos grupos en función de la posición de las muestras en las placas. Las últimas 
columnas de cada placa estuvieron compuestas por controles negativos, y en el interior de 
ambas placas se incluyeron dos blancos de PCR.  
 Las amplificaciones fueron chequeadas en geles de agarosa prefabricados E-gel 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) del 1% o del 0,8%, tal y como se ejemplifica en la figura 3.6. 
Aquellas muestras con rendimiento inferior al esperado, se repitieron antes de dar por finalizado 
el proceso de amplificación.  




 Las concentraciones de los productos de amplificación, en las condiciones optimizadas, 
se midieron para cada uno de los 30 amplicones mediante ensayo de fluorimetría utilizando 
Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA). De este modo, el volumen necesario para la preparación 
final de 2 placas que contuviesen, en una cantidad equimolar, la totalidad de las regiones 
amplificadas en los 172 pools de muestras. De este modo, se construyeron dos placas con unas 
concentraciones 305,6 pM. 
 Una vez construidas ambas placas finales, se secuenciaron siguiendo los protocolos de 
purificación y creación de librerías establecidos en la metodología correspondiente.  
 
Figura 3. 6. Chequeo mediante E-gel de la amplificación de AMP23 para 44 pools (media placa de las 2 
amplificadas en cada unos de los amplicones). En ambos lados se cargaron marcadores de tamaño y concentración. El 
pocillo 17 de la fila superior corresponde con el blanco de PCR presente en media placa. 
 
 
3.6.2.3. Secuenciación de las regiones promotoras (targeted resequencing) 
 Las 30 regiones promotoras amplificadas en 172 pools de seis muestras (516 casos y 
516 controles), y agrupadas en 2 placas con cantidades equimolares de cada región estudiada, se 
resecuenciaron mediante la plataforma SOLiD 5500xl (Applied Biosystems, Carlsbad, CA), 
empleando una metodología paired-end con reads de 75 y 25 pb, y basada en la química de 
llamadas exactas (ECC, del inglés Exact Call Chemistry), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Para ello, previamente, se procedió a la purificación de los productos de PCR, 
creación de librerías y seguimiento de los pasos descritos en la introducción teórica de este 
apartado para la plataforma SOLiD (apartado 3.6.1).  
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 Las dos placas con los promotores amplificados en los 1032 individuos se purificaron 
mediante el kit de purificación de PCR QIAquick (QIAGEN, Venlo, Netherlands). Este kit de 
purificación contiene columnas de centrifugación, tampones, y tubos de recogida para la 
purificación a base de membranas porosas de los productos de PCR de tamaños superiores a las 
100 pb y menor a 10 kb. Los 30 fragmentos bajo estudio se purificaron mediante un 
procedimiento de lavado, unión a bolas magnéticas y elución con 30-50 µL de etanol o agua. 
Previamente a la utilización del mismo sobre las placas finales, se optimizó el proceso para 
nueve muestras independientes, buscando la maximización del rendimiento obtenido. Las 
condiciones finales de mayor rendimiento se obtuvieron manteniendo las especificaciones por 
defecto del fabricante, pero eluyendo el ADN con etanol a 37 ºC, obteniéndose un rendimiento 
medio del 82%. 
 Para la preparación de librerías se empleó el kit SureSelect v.4 Target Enrichment 
System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA. Tras la creación de librerías, se procedió 
a la realización de la amplificación por PCR en emulsión (ePCR), y la deposición del ADN 
unido a bolas magnéticas sobre el slide de secuenciación. 
 Debido al gran tamaño de las librerías generadas para la capacidad de la plataforma de 
secuenciación, durante la creación de las mismas se tuvieron que dividir los 172 pools de 
amplificación en 4 pools de secuenciación diferentes, de igual número de casos y controles, para 
su posterior identificación. Esto se realizó mediante un sistema de 43 códigos de barras que 
permitiera la distinción de los 43 pools de muestras que componían cada una de las 4 pools de 
secuenciación, secuenciados en lines diferentes de modo que no se confundieran los códigos de 
barras de cada pool de muestras dentro de cada pool de secuenciación. 
 
3.7. SECUENCIACIÓN DE NUEVA GENERACIÓN (NGS). PLATAFORMAS DE 
ILLUMINA 
 
3.7.1. Introducción teórica 
 La tecnología de secuenciación de nueva generación de Solexa (luego adquirida por 
Illumina), salió al mercado en 2006. Esta tecnología se caracteriza por el empleo de nucleótidos 
terminadores marcados con moléculas fluorescentes al igual que en la secuenciación de Sanger. 
Las longitudes de lectura obtenidas son de 150 bases, algo mayores que los secuenciadores 
SOLID, pero menores a los pirosecuenciadores 454. Sin embargo, la tecnología de Illumina se 
caracteriza por su capacidad a la hora de realizar secuencias en paralelo (hasta 250 millones de 




secuencias). Como resultado es posible obtener hasta 1.3 Gb de datos de secuencia en tiempos 
similares a los de SOLID. 
 Al igual que para la tecnología SOLID, los primeros pasos consisten en la 
fragmentación del ADN y ligación de adaptadores para la preparación de librerías. 
 Las principales diferencias se encuentran en la metodología de amplificación y de 
secuenciación implicadas. En este caso, la amplificación no tiene lugar en emulsión sino sobre 
una superficie sólida denominada flow cell, donde también tiene lugar la reacción de 
secuenciación (figura 3.7). 
 La librería se deposita en la flow cell por complementariedad con los adaptadores 
unidos a ella (P1 y P2) y tiene lugar la amplificación en puente. En ella, los 
adaptadores operan como cebadores y se secuencian las hebras complementarias a la 
unida a la placa. Tras un posterior lavado, se eliminan todos los fragmentos unidos por 
enlaces intermoleculares de hidrógeno y se quedan únicamente aquellos sintetizados a 
partir de los adaptadores de la propia flow cell. A partir de entonces, los fragmentos, que 
contienen ambos extremos, se pliegan en forma de puente para unirse por 
complementariedad con los adaptadores de la placa, permitiendo la amplificación desde 
ambos extremos. Este proceso se repite de manera que se forman clusters de 
amplificación (unos 30-50 millones) con aproximadamente 1000 copias en cada uno, en 
ambos sentidos (desde el adaptador P1 y P2) 
 Tras la amplificación tiene lugar la secuenciación por síntesis. En este proceso, en 
primer lugar se cortan los fragmentos que comienzan desde uno de los adaptadores 
quedando únicamente aquellos unidos a la placa mediante uno de los adaptadores. La 
reacción de secuenciación comienza desde el otro extremo mediante un cebador de 
secuenciación. Durante la reacción se ofrecen los cuatro nucleótidos terminadores 
marcados cada uno con un fluorocromo diferente, de forma similar al método de 
Sanger. Tras un lavado, se obtienen las imágenes y con ellas la primera base de cada 
cluster. Posteriormente, se elimina el fluorocromo y se desbloquea el Carbono en 3', 
permitiendo que un nuevo nucleótido pueda extender la cadena de ADN secuenciada, y 
así, sucesivamente. 
 En secuenciación paired-end (es decir, secuenciando desde ambos extremos de los  
fragmentos de interés), se repite el proceso anterior pero esta vez rompiendo el enlace 
desde el otro adaptador de la placa. Para ello, las flow cell se despojan de todas las 
moléculas unidas por complementariedad, tiene lugar la amplificación en puente para 
volver a formar fragmentos unidos desde ambos extremos y, finalmente, se cortan los 
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fragmentos unidos desde el otro adaptador. El proceso de secuenciación por síntesis 
tiene lugar de nuevo, pero esta vez leyendo los fragmentos desde el otro extremo. 
 
Figura 3. 7. Esquema de la secuenciación de Illumina. Figura modificada de http://openwetware.org/ 
 
 
3.7.2. Secuenciación de ARN de muestras de cerebro post  mortem  en esquizofrenia. 
 Muestras de transcriptoma post  mortem de giro cingulado de  31 pacientes 
esquizofrénicos y 26 controles procedentes de la base de datos del Stanley Neuropathology 
Consortium Integrative Database (http://www.stanleyresearch.org/brain-research/array-
collection/), apoyado por el Stanley Medical Research Institute (SMRI), fueron secuenciados 
para su posterior análisis de expresión y variación genética a lo largo de la secuencia de ARN en 
casos y controles. 
 Para ello, se llevó a cabo una secuenciación paired-end en reads de 75 pb mediante la 
plataforma Illumina HiSeq, tanto para el conjunto de muestras de individuos enfermos como de 
sanos, siguiendo las instrucciones del fabricante. De cada muestra, se obtuvieron dos archivos 
huérfanos de formato FASTQ (por defecto y _1.fastq _2.fastq), correspondientes a las lecturas 
en ambos sentidos del proceso paired-end, desde los dos adaptadores de secuenciación 
(apartado 3.7.1.2). 




 El proceso de secuenciación del transcriptoma de las muestras empleadas se realizó en 
el Columbia Genome Center de la Universidad de Columbia (NY, Estados Unidos), con 
anterioridad al inicio de la estancia predoctoral que dio lugar a este trabajo. 
 
3.8. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS 
 
3.8.1. Secuenciación dirigida de ADN de regiones promotoras 
 
3.8.1.1. Mapeo frente al genoma de referencia. 
 El proceso de mapeo de reads procedentes de la secuenciación de promotores mediante 
la plataforma de SOLiD, se realizó frente a la versión hg19 del genoma humano mediante el 
programa Bioscope (Applied Biosystems, Carlsbad, CA).  
 
3.8.1.2. Detección y filtrado de variación genética rara en promotores. 
 Los duplicados fueron eliminados mediante el programa Picard Tools v 1.106, 
(http://picard.sourceforge.net), y los inserciones y deleciones fueron realineadas mediante la 
función local realignment del programa GATK (DePristo y cols., 2011). 
 Los archivos de alineamiento de salida de Bioscope (en formato SAM) fueron 
modificados mediante el paquete Picard Tools v.1.106 (http://picard.sourceforge.net) para 
añadir las informaciones de grupos de lectura, ordenar los archivos, eliminar duplicados e 
indexar el archivo de salida (en formato BAM, donde la información procedente del archivo 
SAM se comprime más eficientemente). Estos pasos se realizaron con los 
programasAddOrReplaceReadGroups.jar y MarkDuplicates.jar, del paquete Picard Tools. 
 Los archivos de alineamiento binarios BAM se convirtieron a formato PILEUP 
mediante el programa SAMtools (Li y cols., 2009). Este formato fue escogido por ser el de 
entrada para el programa VarScan 2, en el cual se procedió a realizar la detección de SNV, y 
especialmente recomendado para la detección de variantes en pools (Koboldt y cols., 2012). 
Éste fue empleado para la detección de variantes con los parámetros seleccionados: profundidad 
de lectura mínima en una posición genómica (--min-coverage), 180;  lecturas con mínimas en 
una posición determinada para la detección de una variante (--min-reads2), 4; la calidad mínima 
de una base en una posición para contar como lectura(--min-avg-qual), 0; valor P umbral por 
defecto para el variant calling (--p-value), 0,05; umbral de frecuencia mínimo para el alelo de la 
variante(--min-var-freq), 0,01.  
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 La inspección de los resultados reveló la existencia de múltiples posiciones con muchos 
pools que presentan variantes a frecuencias cercanas a 0,01, considerablemente más bajas que la 
esperada para los alelos presentes sólo una vez en un pool de los 12 presentes (0,083), 2 por 
cada uno de los 6 individuos, sugiriendo la presencia de muchos resultados falsos positivos. 
 Por ello, dos filtros adicionales fueron implementados en el programa R. En primer 
lugar, se estableció un umbral de frecuencia mínimo de 0,025 para considerar una variante en un 
pool determinado. En segundo lugar, con el propósito de eliminar posibles falsos positivos por 
sesgo de secuenciación en un sentido concreto, se estableció un mínimo de 3 lecturas por alelo 
en cada una de las hebras. Las variantes detectadas por VarScan 2 que no superaron estos filtros 
fueron eliminadas. 
 Finalmente, para eliminar variantes en posiciones propensas, por la naturaleza de su 
secuencia, a contener falsos positivos, se aplicó un filtro posicional comparando la detección de 
SNV, quitando aquellas posiciones que mostraron las siguientes diferencias en el número de 
pools en las que presentaban una SNV antes y después de la aplicación de estos dos filtros: 
 Si el número total de pools con el alelo raro en el set filtrado fuese de cinco o menos, no 
se permitió ninguna diferencia. En este caso, las posiciones con alguna diferencia antes 
y después de la aplicación de los filtros descritos fueron eliminadas. 
 En el caso de posiciones con variante en 6-14 pools, se permitió una diferencia en el 
total de variantes antes y  después de los filtros,  
 Finalmente, 2 diferencias fueron permitidas si el número de pools mutados en una 
posición determinada fuese de 15-34. 
 Igualmente, y dado que el propósito del presente estudio fue la detección de variación 
genética rara en las regiones seleccionadas, se estableció una frecuencia máxima de 1% para 
considerar la variante "rara" y, por tanto, incluirla en el conjunto final para analizar. 
 En primer lugar se estableció un límite en la frecuencia interna (en los 172 pools) que 
no se podría sobrepasar para considerar esa variante rara. En este sentido, el número máximo de 
de pools mutados permitido fue de 34. En una distribución binomial, la probabilidad de que 
aparezca una SNV a una frecuencia de 1% en más de 34 pools es inferior a 0,05%. Por lo tanto, 
aquellas presentes en más de 34 de los 172 pools, se consideraron comunes y fueron desechadas 
en ulteriores análisis. 
 Por otra parte, solo fueron consideradas aquellas variantes cuya frecuencia fuese menor 
al 1% en la fase 3 del proyecto de los 1000 genomas (1000 Genomes Project Consortium, 2012) 
y en el proyecto de secuenciación de exomas del NHLBI (ESP6500SI-V2; 
http://evs.gs.washington.edu/EVS/). 





3.8.1.3. Anotación funcional de la variación genética detectada 
 La anotación inicial de las variantes se realizó mediante ANNOVAR (Wang y cols., 
2010a). Además, las variantes detectadas fueron clasificadas en función de su potencial 
regulador en base a las predicciones de RegulomeDB (Boyle y cols., 2012). Tal y como se 
expone en la tabla 1.10, en la introducción, la categoría 1 de funcionalidad está restringida a 
aquellas con evidencias de actuación como eQTL, por lo que quedarían mayoritariamente 
excluidas del estudio de variación rara. Por ello, se consideró la categoría 2 como la de máxima 
evidencia disponible, según esta base de datos, para la funcionalidad en la regulación de la 
expresión génica. Las variantes fueron clasificadas según su pertenencia a esta categoría, que 
implica lo siguiente:  
 Evidencia experimental mediante secuenciación de cromatina inmunoprecipitada 
(CHIP-seq) de la ubicación de la variante en una posición que representa algún motivo 
de unión de proteínas. 
 Evidencia experimental de localización de la variante en un lugar accesible del genoma, 
mediante ensayos de hipersensibibilidad a DNasa. 
  Ubicación de la variante en algún motivo de unión de factores de transcripción. 
 De media, un 1,48% de las variantes presentes en el genoma humano están presentes en 
esta categoría funcional de 2 en RegulomeDB. 
 Por otra parte, e independientemente de la anotación en RegulomeDB, una segunda 
clasificación de las variantes anotadas fue realizada de acuerdo a los 15 estados de la cromatina 
diferentes descritos en proyecto Roadmap (Kundaje y cols., 2015; tabla 1.9). Éstos, basados en 
las modificaciones de 5 de las marcas histónicas más importantes en 137 epigenomas humanos 
de tejidos y líneas celulares diferentes, fueron descargados de la base de datos del navegador del 
UCSC para tres tejidos de importancia en el desarrollo de la esquizofrenia: Cerebro fetal 
(masculino y femenino), giro angular (angular gyrus) y corteza prefrontal medial (mid frontal 
lobe).  
 Los datos de cerebro fetal, relativos a hombre y mujer, fueron elegidos teniendo en 
cuenta la implicación de los genes cuyos promotores se secuenciaron en el presente 
trabajo en diferentes trastornos del neurodesarrollo.  
 Los dos tejidos adultos, giro angular y corteza prefrontal medial, se eligieron en base a 
los resultados del último GWAS en esquizofrenia, y de mayor tamaño, realizado hasta 
la fecha (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 
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2014), en el que se destacaba la importancia de estos dos tejidos en la regulación de la 
expresión génica a partir del análisis de la modificación histónica H3K27ac. 
 
 
3.8.2. Secuenciación de transcriptoma de giro cingulado en esquizofrenia  
 
3.8.2.1. Mapeo frente al genoma de referencia. 
 Para el proceso de mapeo de reads procedentes de la secuenciación de la plataforma de 
Illumina, se utilizó el programa STAR aligner, dada la mejora en precisión y rapidez de mapeo 
en comparación con las últimas versiones de su homólogo para ARN más utilizado, Tophat2 
(Dobin y cols., 2013). Para ello, las lecturas procedentes del Genome Analyzer de la plataforma 
de Illumina fueron procesadas y alineadas al genoma de referencia mediante STAR Aligner v2.3 
utilizando un procedimiento explicado a continuación. 
 Los archivos de secuencia del genoma humano (versión hg19) para cada cromosoma, en 
formato fasta, fueron descargados del repositorio de la base de datos del navegador del UCSC 
(http://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html), fueron unidos y ordenados de forma 
compatible con las especificaciones del programa STAR. El alineamiento fue llevado a cabo 
utilizando los parámetros por defecto del protocolo y de STAR-2 pass, recomendando por el 
Broad Institute para el estudio de datos de RNA-seq 
(https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/article?id=3891). 
 
3.8.2.2. Estudio de la expresión diferencial en giro cingulado en esquizofrenia 
 Los archivos de alineamiento de salida del STAR aligner (formato SAM, del inglés 
Sequence Alignment Map) fueron inicialmente ordenados mediante el programa samtools v.1.2 
(Li y cols., 2009) y se utilizaron como archivo de entrada en htseq-count, una herramienta 
desarrollada en el paquete HTSeq v 0.6.1 (Anders y cols., 2014) que procesa los datos de RNA-
Seq para el análisis de la expresión diferencial contando el solapamiento de lecturas con los 
genes cuyas coordenadas se incluyen en un archivo de anotación. Los vectores de contaje de 
lecturas se obtuvieron para cada muestra y, posteriormente, se fusionaron en una matriz final 
con la información de todas las lecturas por gen y por muestra. Como archivo de anotación se 
utilizó el de la base de datos de Gencode v19 (Gencode v19 comprehensive annotation) 
obtenido a partir del navegador del UCSC. Éste fue utilizado para anotar los genes y sus 
distintas isoformas. Dada la superposición de muchas isoformas y la dificultad de distinguir a 
cuales de las mismas se atribuyen las lecturas mapeadas, en caso de solapamiento de 




coordenadas genómicas, los genes se fusionaron en loci únicos mediante la herramienta 
cuffmerge del software de análisis de ARN Cufflinks (Trapnell y cols., 2012). De este modo, el 
archivo final de anotación que sirvió para la creación del vector de contaje de lecturas mediante 
htseq-count consistió en 48099 loci no solapantes que cubren en su totalidad 1559 Mb del 
genoma humano, obtenidos del total de tránscritos de Gencode v 19 
(http://www.gencodegenes.org/stats/archive.html#a19).  
 Posteriormente, a partir de la matriz de contaje de lecturas se creó otra en valores de 
RPKM (lecturas por kilobase de longitud y millón de lecturas mapeadas), de manera que se 
pudieran comparar los valores de expresión entre las distintas muestras (independientemente de 
las diferentes coberturas en ellas) y distintos genes (independientemente de la diferente longitud 




 ×  
1000000
𝑁 𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
 
 En esta expresión Nlecturas representa el total de lecturas en un gen determinado, Nlecturasen 
muestra el total para una muestra determinada y Lexónica la longitud de la secuencia exónica del gen. 
Los valores de RPKM se calculan para cada uno de los 48099 loci y cada una de las 57 
muestras. 
 Los loci con valores de RPKM < 0,3 en todo el conjunto de datos de expresión se 
eliminan, ya que este umbral se ha definido previamente como un punto de corte fiable para 
distinguir la expresión de ruido de fondo (Ramsköld y cols., 2009). Este filtro redujo el número 
de loci iniciales de 48099 a 22386 loci con niveles de expresión detectables en las muestras 
analizadas. 
 Los valores expresión, en contaje de lecturas por gen, de los 22386 loci con expresión 
detectable se exportaron a un nuevo archivo que sirvió de imput para los software EdgeR 
v.3.13.0 (Robinson y cols., 2010) y DESeq v.1.22.0 (Anders y cols., 2010), programas basados 
en lecturas por gen para analizar las diferencias de expresión génica entre casos y controles. 
Ambos software son implementados en el paquete estadístico R para determinar los genes 
expresados diferentemente (DE). Solo los resultados solapantes en DESeq y EdgeR fueron 
considerados, generando una lista de 1876 genes DE en esquizofrenia respecto a los valores en 
controles. 
 Con el fin de explorar el significado biológico e interpretar las diferencias en la 
expresión génica, se realizó un análisis de enriquecimiento en grupos de genes concretos 
mediante la herramienta GSEA, del inglés Gene Set Enrichment Analysis (Subramanian y cols., 
2005). Este análisis fue realizado para comprobar el enriquecimiento de las diferencias de 
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expresión génica en grupos de genes de estudios previamente publicados y referidos a conjuntos 
de genes coexpresados a lo largo del desarrollo (Hawrylycz y cols., 2012) y en el trasncriptoma 
prenatal (Miller y cols., 2014). Igualmente, también se estudió el enriquecimiento en conjuntos 
de genes específicos de tipos celulares concretos de cerebro, también procedentes de estudios 
previos mediante microarrays de expresión (Cahoy y cols., 2008) o RNA-seq (Zhang y cols., 
2014a). Finalmente, sets de genes relacionados con la sinapsis y descritos en la base de datos de 
SynaptomeDB (Pirooznia y cols., 2012) también se utilizaron para estudiar el enriquecimiento 
en los datos de expresión. Para cada prueba, como archivos de entrada se utilizaron la matriz de 
expresión en RPKM (22386 loci), un archivo de información fenotípica de las muestras y otro 
con los genes incluidos en cada uno de los sets utilizados. Para el análisis de enriquecimiento se 
requirieron un mínimo de 10 genes en el set presentes en la matriz de expresión para considerar 
dicho set, se realizaron 1000 permutaciones de fenotipo (caso o control) y se utilizaron los 
parámetros weighted statistic enrichmenty signal2noise para el procedimiento estadístico. 
 La herramienta GSEA también se utilizó para evaluar el enriquecimiento en los sets 
indicados previamente utilizando la matriz de expresión solo con genes no correlacionados con 
los niveles de medicación en casos y utilizando la matriz de expresión únicamente con genes 
altamente correlacionados con niveles de medicación, tal y como se explica posteriormente. 
 Además, también se analizó el enriquecimiento de los 1876 genes DE en aquellos genes 
específicos de tipos celulares cerebrales y regiones cerebrales durante el neurodesarrollo 
mediante la herramienta de análisis de expresión específica de tipo celular CSEA, del inglés 
Cell-type Specific Enrichment Analysis (Dougherty y cols., 2010, Xu y cols., 2014), de libre 
acceso y disponible en la red (http://genética.wustl.edu/jdlab/csea-tool-2/). Mediante esta 
herramienta, se analiza el enriquecimiento en la expresión espaciotemporal de los genes 
diferentemente expresados en el presente trabajo mediante comparación con datos de expresión 
de la base de datos de BrainSpan (http://www.brainspan.org/) para distintas líneas celulares y 
regiones cerebrales en distintas etapas del neurodesarrollo. El resultado del análisis se 
representa en hexágonos concéntricos para cada línea celular o región cerebral analizada, donde 
el tamaño de los mismos es proporcional al número de genes en cada índice de probabilidad de 
especificidad (pSI) y el color del relleno representa el valor de significación del enriquecimiento 
(figura 3.8) 
 El análisis de CSEA también se realizó en genes DE sobreexpresados (1133) y 
subexpresados (743), por separado. 
 La herramienta CSEA también se utilizó para evaluar el enriquecimiento en las líneas 
celulares y regiones cerebrales durante el neurodesarrollo utilizando solamente el conjunto de 
genes DE no correlacionados con los niveles de medicación en casos o bien utilizando el 




conjunto de genes DE únicamente con aquellos altamente correlacionados con niveles de 
medicación, tal y como se explica posteriormente. 
 
Figura 3. 8. Esquema de la representación de los resultados de CSEA. Figura adaptada de Xu y cols. (2014). 
 
 
3.8.2.3. Estudio de la correlación entre expresión génica y medicación administrada a lo largo 
de la vida en los individuos esquizofrénicos. 
 La influencia de la exposición a la medicación administrada a los 31 esquizofrénicos 
durante su vida en los niveles de expresión génica podría ser un factor de confusión a la hora de 
evaluar las diferencias de expresión entre casos y controles, en el contexto de una consecuencia 
natural de la enfermedad. Los valores normalizados de medicación administrada durante la vida 
de los individuos afectos se integraban como parte de la información de las muestras 
proporcionadas por la Fundación Stanley. 
 En este sentido, se calcularon las correlaciones de Pearson entre los valores de 
expresión génica y los de exposición a medicación en las 31 muestras de casos (los controles no 
estaban expuestos a medicación), para cada uno de los 22386 loci con expresión detectable 
(RPKM > 0,3). 
 La totalidad de los genes expresados (22386 loci), así como los genes DE (1876 loci), se 
dividieron en tres grupos diferentes para sus posteriores análisis. Se consideró que un valor de 
significación de la correlación de Pearson corregido FDR-p > 0,05 era indicativo de un locus no 
correlacionado con la medicación. Igualmente, para profundizar en la influencia de la 
medicación en la expresión génica, también se consideró el subconjunto de loci con correlación 
de Pearson corregida FDR-p < 5 x 10
-5 
como el grupo de genes fuertemente correlacionados con 
la medicación. De esta forma, para comparaciones durante análisis de expresión y variantes 
genéticas, se consideraron tres listas de genes a partir de aquellos con expresión detectable: 
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todos los genes con expresión detectable (todos los 22386 loci), genes fuertemente 
correlacionados con la medicación (18854 loci con FDR-p < 5 x 10
-5
) y genes no 
correlacionados con la medicación (2104 loci con FDR-p > 0,05). Del mismo modo, para el 
análisis de genes DE, también se consideraron los mismos grupos de genes: todos los genes DE 
con expresión detectable (1876 loci), genes DE fuertemente correlacionados con la medicación 
(1585 loci) y genes DE no correlacionados con la medicación (174 loci). 
 Además de la medicación, otras variables como el alcohol y el consumo de drogas 
podrían, igualmente, influir en las diferencias de expresión y dar lugar a falsos positivos en los 
datos de diferencias de expresión. Sin embargo, se halló una asociación significativa de los 
niveles de consumo de drogas (diferenciados entre alto, medio y bajo o social) y los de consumo 
de alcohol (de igual modo divididos en niveles alto, medio y bajo o social) con las dosis de 
medicación administrada a lo largo de la vida. De esta forma, mediante el análisis de correlación 
de la medicación con la expresión génica, se tuvieron en cuenta (por asociación indirecta) las 
posibles diferencias en el consumo de alcohol y drogas de abuso entre casos y controles 
estudiados (figura 3.9). 
 
Figura 3. 9. Asociación entre medicación administrada de los pacientes esquizofrénicos (31) cuyas muestras se 
analizaron y el consumo de alcohol (A) y drogas de abuso (B). Los niveles de consumo de ambas se dividieron en 
tres grupos (Alto, moderado y bajo) para los descritos por el SMRI. Para el estudio de la relación entre los niveles de 
medicación y ambos consumos, se empleó un test no paramétrico de Kruskall-Wallis, comparándose los valores de 
expresión en RPKM (en el eje de ordenadas). 
 
3.8.2.4. Detección y filtrado de variación genética en transcriptoma de cerebro en 
esquizofrenia. 
 Los archivos de alineamiento de salida del STAR aligner (en formato SAM) fueron 
modificados mediante el paquete Picard Tools v.1.109 (http://picard.sourceforge.net) para 
añadir las informaciones de grupos de lectura, ordenar los archivos, eliminar duplicados e 




indexar el archivo de salida en formato BAM. Estos pasos se realizaron con los programas 
AddOrReplaceReadGroups.jar y MarkDuplicates.jar, del paquete Picard Tools. 
 Los archivos de salida en formato BAM,  para las muestras analizadas, se analizaron en 
GATK (DePristo y cols., 2011) siguiendo el protocolo recomendado por el Broad Institute para 
el análisis de variantes a partir de datos de RNA-seq 
(https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/article?id=3891). Brevemente, en primer lugar se 
aplicó la herramienta Split N Cigar Reads, desarrollada específicamente para el análisis de 
RNA-seq y cuyo objetivo es el corregir los errores producto del alineamiento en lugares de 
splicing y de unión entre exones. A continuación, los archivos se sometieron a realineamiento, 
recalibración de las bases y detección de variantes (variant calling) mediante las herramientas 
de GATK Indel Realigner, Base Recalibration, y Haplotype Caller, respectivamente. Las bases 
de datos de variantes puntuales (dbSNP138) y de indels (Mills and 1000G gold standard indels) 
se utilizaron como "lugares conocidos" para recalibrar los valores de calidad en todos los 
archivos de BAM. La herramienta Haplotype Caller se utilizó en lugar de Unified Genotyper, 
por su mayor precisión en la detección de inserciones y deleciones, y los argumentos 
recoverDanglingHeads y dontUseSoftClippedBases fueron empleadosa fin de reducir al mínimo 
los falsos positivos y falsos negativos. El valor mínimo de calidad Phred se redujo para el 
variant calling desde el valor predeterminado de 30 hasta 20, siguiendo los criterios del Broad 
Institute para datos de RNA-seq. Para cada muestra se obtuvo un archivo en formato VCF con 
la información de la variante tras el procedimiento de variant calling y, posteriormente, se 
filtraron las variantes detectadas con sesgo en la detección en alguna de las hebras (valores 
Fisher Strand (FS) > 30) y aquellas de baja confianza  (Quality by Depth values (QD) < 2,0). 
Además, también se eliminaron las variantes pertenecientes a grupos de SNP (SNP clusters) en 
intervalos de menos de 35 pb entre ellas. 
 
3.8.2.5. Detección de variación genética en genes expresados consistentemente en giro 
cingulado 
 Con el propósito de mejorar la calidad de detección de las variantes y restringirlas a 
genes expresados de forma ubicua, se utilizó un umbral posicional de profundidad de lectura 
(DP > 10) en todas las muestras para excluir posiciones con un valor de DP < 10 en alguno de 
los individuos, y de ese modo, sólo seleccionar aquellas variantes en posiciones genómicas que 
se expresan de forma consistente en todas las muestras.  
 Para ello, se empleó el programa Genomecov del paquete de análisis Bedtools (Quinlan 
y cols., 2014), para el cálculo de la cobertura en los archivos BAM procesados, sin duplicados y 
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ya recalibrados. Como archivo de anotación se utilizó el de Gencode v19 (Gencode v19 
comprehensive) fusionado con cuffmerge, tal y como en el caso del análisis de expresión. Por 
último, se utilizó el programa IntersectBED de Bedtools para extraer las posiciones que 
satisfacen el criterio de DP. A fin de estudiar las variantes genéticas detectadas en relación con 
los perfiles de expresión estudiados, la variación genética se restringió a la presente en los genes 
con expresión detectable previamente descritos (22386 loci con RPKM> 0,3). En total, 1,35 Mb 
correspondientes a posiciones en genes altamente expresados, y de forma ubicua en el conjunto 
de muestras, fueron objeto de estudio de su variación genética. 
 
Figura 3. 10. Diagrama de cajas y bigotes para la comparación de la cobertura del transcriptoma (a DP > 10) 
de A) la totalidad de las 31 muestras de casos y 26 de controles o B) las 29 muestras de casos y 17 de controles 
empleadas en el análisis de variantes. En cada caso, se realizaron test de Mann-Whitney para el estudio de coberturas 
en los grupos de casos y controles, comparándose los valores de DP en cada caso (en el eje de ordenadas). 
 
  
El estudio de variantes genéticas se limitó a 29 muestras de ARN de esquizofrenia y 17 
de controles de los 31 y 26 totales, respectivamente. 2 casos y 9 controles se excluyeron del 
análisis debido a su menor cobertura en comparación con el resto de las muestras (figura 3.10; 
ANEXO I), lo que a su vez reduciría ostensiblemente el número de posiciones genómicas 
analizadas con DP > 10 en todas las muestras de haberlas incluido. Todos los resultados del 
análisis de expresión fueron repetidos incluyendo solo las muestras utilizadas en el análisis de 
variantes, con el propósito de descartar la posibilidad de que los resultados encontrados en el 




análisis de expresión se debieran en algún modo a la presencia de las muestras eliminadas de 
baja cobertura. 
 
3.8.2.6. Anotación funcional de variantes en transcriptoma de giro cingulado  
 La anotación de las variantes se realizó mediante ANNOVAR (Wang y cols., 2010a). 
Los archivos VCF filtrados son convertidos a formatos compatibles con esta herramienta 
mediante el programa convert2annovar.pl, fusionados en un único archivo y anotado mediante 
table_annovar.pl. 
 Con el objetivo de estudiar la variación rara presente en genes altamente expresados de 
las muestras analizadas, se eliminó la variación genética previamente descrita con frecuencia 
superior a 0,01 en cualquiera de las poblaciones de la fase 3 del proyecto de los 1000 genomas, 
del exome sequencing project (ESP).  
 
3.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
 
3.9.1. Estudio de la variación genética en UC435 de TCF4 
 Para el cálculo de potencia estadística en la detección de variantes genéticas de 
susceptibilidad a lo largo del elemento UC435, se empleó el programa GPower 3 (Faul, 2007). 
 
3.9.2. Estudio de la variación genética en HAEs de NPAS3 
Haploview 4.2 (Barrett y cols., 2005) se utilizó para analizar el DL presente entre las 
variantes seleccionadas, para chequear el equilibrio de Hardy-Weinberg en cada variante 
genotipada y para realizar las pruebas de asociación a nivel alélico individual para cada 
variante. 
 El efecto acumulado de las diferentes variantes en el riesgo al desarrollo de 
esquizofrenia se estudió mediante test de asociación implementados en SKAT (Ionita-Laza y 
cols., 2013; Lee y cols., 2012a; Wu y cols., 2011) un programa diseñado para el entorno R. Para 
la preparación de los archivos con la información del genotipo de las variantes analizadas, se 
reformatearon utilizando PLINK (Purcell y cols., 2007). SKAT también se utilizó para la 
realización de cálculos de potencia, suponiendo en ellos una prevalencia de la enfermedad de 
0,01, y una longitud de secuencia igual a la suma de la longitud HAEs estudiados (6489 pb). 
Materiales y métodos 
146 
 
Dado que la arquitectura genética real del riesgo potencial ejercido por estas variantes en el 
contexto de la esquizofrenia es desconocida, se utilizaron diferentes pruebas para obtener la 
máxima potencia bajo diferentes escenarios. En cuanto a la dirección del efecto, tres pruebas 
estadísticas diferentes fueron empleadas. 
 Pruebas de carga en las que se supone que todas las variantes funcionales ejercen su 
efecto en la misma dirección, aumentando el riesgo.  
 Alternativamente, las pruebas de análisis del componente de varianza se emplearon 
para tener en cuenta la dirección del efecto ejercido por cada variante. Bajo este 
hipotético escenario de coexistencia de variantes de riesgo y de protección, la 
utilización de este test mejoraría la potencia estadística del análisis. 
 Un último test considerado fue el optimal unified test, diseñado para la combinación 
del test de carga y de varianza (Lee y cols., 2012a). 
 A su vez, respecto a la frecuencia de las variantes de susceptibilidad analizadas, se 
utilizaron tres tipos de test (Ionita-Laza y cols., 2013), considerando los efectos ejercidos por: 
 Únicamente las variantes genéticas raras. 
 Todas las variantes pero sobrerrepresentando la importancia de las raras frente a las 
comunes. 
 Todas las variantes asumiendo efectos combinados de variantes raras y comunes. 
 Los tres tipos distintos de pruebas estadísticas considerando la frecuencia de las 
variantes fueron corridos mediante las funciones SKAT o SKAT_CommonRare, con los 
argumentos r.corr y test.type alterados en función de la prueba. Los valores por defecto para el 
resto de parámetros no se modificaron, así como el umbral considerado por el propio programa 
para la asignación de "variante rara" definido como 1/√ (2N), donde N representa el tamaño 
muestral empleado. 
 Además de los análisis de variantes individuales y conjuntamente, se realizó un análisis 
de asociación por comparación de la frecuencia de haplotipos entre casos y controles mediante 
una prueba de ratio de probabilidad (likelihood ratio tests). Los haplotipos existentes en el 
conjunto de variantes analizados fueron inferidos mediante el algoritmo de esperanza de 
maximización (Expectation-Maximization) del programa Unphased 3.1.7 (Dudbrigde, 2008), 
con un procedimiento de "ventanas deslizantes" (del inglés sliding windows approach) de 
tamaño de ventana de 2 - 6. Este análisis se restringió a las variantes de frecuencia superior al 
1% en la base de datos de los 1000 genomas. Los haplotipos raros, definidos como aquellos de 
frecuencia inferior a 1%, se agruparon antes de la prueba. La significación de los resultados se 
calculó tras corrección por 1000 permutaciones de los valores fenotípicos. 




3.9.3. Estudio de la variación genética en regiones promotoras 
 La detección de falsos positivos se estimó por comparación de los resultados de 
resecuenciación y genotipado, suponiendo la no existencia de errores en la determinación del 
genotipo. Los pocos SNV que no superaron esta validación se excluyeron para los análisis 
relativos al estudio de la variación genética en las secuencias promotoras analizadas. Dado que 
la tasa de falsos positivos fue muy baja, el resto de SNV de categorías funcionales diferentes a 2 
(y por ello, menos propensas a presentar falsos positivos) no probados fueron considerados 
como SNV verdaderos. 
 La proporción de SNV raras en las diferentes categorías funcionales consideradas se 
comparó entre casos y controles mediante prueba exacta de Fisher de dos colas o la prueba chi-
cuadrado (χ
2
) de Pearson, empleando la corrección de Yates cuando la frecuencia esperada de 
alguno de los grupos era inferior a 0,05. En los casos en donde las tablas de comparación de 
proporciones 2x2 contuvieran algún 0, se empleó el método de regresión logística de estimación 
de máxima verosimilitud penalizada de Firth (Wang, 2014) para el cálculo de significación 
estadística, OR e intervalos de confianza mediante el paquete de R logistf. 
 
3.9.4. Estudio del transcriptoma de giro cingulado en esquizofrenia 
 
3.9.4.1. Análisis de datos de expresión mediante GSEA y CSEA 
 Los valores p de significación para cada ensayo realizado de enriquecimiento en GSEA 
fueron corregidos por múltiples comparaciones mediante el procedimiento de False discovery 
rate (FDR) de Benjamini- Hochberg (Benjamini y cols., 1995). 
 Para evaluar la asociación estadística de los análisis implementados en CSEA se 
realizan test hipergeométricos, y estos se corrigen por comparaciones múltiples mediante el 
procedimiento de FDR de Benjamini- Hochberg (Benjamini y cols., 1995), como parte de los 
resultados provistos por la herramienta. 
3.9.4.2. Análisis de correlación entre medicación y expresión génica 
 Los valores P obtenidos para cada correlación entre los niveles de medicación en casos 
y la expresión génica de cada uno de los 22386 loci, basándose en un muestreo aleatorio con 
reemplazo, se obtuvieron utilizando el procedimiento de remuestreo por bootstrap (Efron y 
Tibshirani, 1993). De esta manera, utilizando la calibración del bootstrap también se 
construyeron intervalos de confianza, permitiendo estimar la distribución de las correlaciones de 
muestreo después de 500 ensayos en el remuestreo, y se calcularon los valores p basándose en 
Materiales y métodos 
148 
 
los intervalos de confianza construidos para cada caso. Estos análisis fueron implementados en 
el entorno R. 
 Para la corrección por múltiples test, se utilizó el procedimiento de FDR de Benjamini-
Yekutieli (Benjamini y cols., 2001), ya que esta corrección mejora las estimaciones del FDR de 
Benjamini-Hochberg (Benjamini y cols., 1995) bajo formas de dependencia. En el presente 
estudio, el cálculo de correlación entre los diferentes vectores de expresión génica y el mismo 
vector de medicación a lo largo de la vida (dado que es el mismo vector independientemente de 
los genes) dibuja un escenario en el que la corrección por FDR bajo condiciones de dependencia 
es más apropiada. Estos valores se calcularon en R mediante la función p.adjust y el argumento 
"BY". 
 
3.9.4.3. Variación genética en módulos de coexpresión 
 Para probar el enriquecimiento de los genes mutados en cada uno de los módulos de 
coexpresión destacados se utilizó la prueba chi-cuadrado (χ
2
) de Pearson, empleando la 
corrección de Yates cuando la frecuencia esperada de alguno de los grupos era inferior a 0,05.  
 En el caso de la prueba de enriquecimiento de variantes en casos en comparación con 
controles en alguno de los módulos destacados se empleó el test exacto de Fisher de dos colas. 
Todos los valores P se ajustaron por múltiples comparaciones mediante la corrección por FDR 
de Benjamini y Hochberg (Benjamini y cols., 1995), mediante la función p.adjust (con el 
argumento BH) en el entorno R. Para el análisis de variantes genéticas en genes de módulos 
sobreexpresados en esquizofrenia se realizo un test de tendencia de Cochran-Armitage de las 
variantes por individuo en casos y controles.   
 Las pruebas estadísticas χ
2
 y de Cochran-Armitage fueron realizadas mediante el 
software WINPEPI (Abrahamson, 2011). 
 
3.9.4.4. Estudio de la influencia de la variación genética rara de genes altamente expresados en 
los niveles de expresión génica. 
 La importancia del diseño experimental como herramienta estadística en el contexto de 
estudios de expresión ha sido destacada anteriormente (Kerr y Churchill, 2001). Con el fin de 
probar la contribución de las variantes genéticas a las diferencias observables en los valores de 
expresión génica, se realizó un diseño de experimentos para descomponer la varianza observada 
en los valores de expresión génica (Y) en la matriz de expresión en la contribución de tres 




variables diferenciadas (gen, fenotipo y presencia/ausencia de variante en el gen). Este análisis 
se realizó para tres escenarios diferenciados: En todos los genes mutados con expresión 
detectable (623 genes), únicamente los genes mutados pertenecientes a módulos de coexpresión 
sobreexpresados en esquizofrenia (11 genes) y en aquellos genes mutados a pertenecientes a 
módulos de coexpresión subexpresados en esquizofrenia (345). 
 El correspondiente análisis de la varianza (ANOVA de tres vías o factores) del diseño 
de experimentos asociado se realizó de acuerdo al siguiente modelo de regresión matemático: 
 
𝑌 =  𝜇 +  𝛼𝑝=1,2 +  𝛽𝑣=1,2 + 𝛾𝑔=1,2,…77 +  𝛼𝛽 +  𝛼𝛾 +  𝛽𝛾 +  𝛼𝛽𝛾 +  𝜀 
 
 Aquí, Y es el valor de expresión de cada celda de la matriz de expresión en el conjunto 
de datos (correspondiente a la matriz de expresión de un gen en una muestra específica); μ es el 
valor de la expresión basal; α es la variable ―fenotipo", que toma valores de p = 1, 2 en los casos 
y controles, respectivamente; β es la variable "variante ―que toma valores de v = 1, 2 en 
ausencia o presencia de la variante, respectivamente; γ es la variable "gen ―que toma valores de 
g de 1 a N (donde N es el número de genes mutados con expresión detectable (623) o el número 
de genes de los módulos de coexpresión sobreexpresados (11) o subexpresados (345) en 
esquizofrenia). 
 La técnica estadística de ANOVA para el análisis de la varianza se ha empleado 
previamente en el análisis de datos de expresión (Fernandes  y cols., 2013; Oleksiak y cols., 
2002). Esta técnica calcula la significación utilizando el cociente F, o F de Fisher-Snedecor. 
Este se genera, para cada uno de los tres factores considerados, dividiendo el efecto debido a la 
pertenencia de los grupos (variante entre grupos) respecto a la dispersión debida al azar 
(varianza dentro de los grupos). Si sobrepasa cierto valor crítico, entonces se puede afirmar que 
el efecto observado es demasiado grande como para poder ser explicado por azar y que, por 
tanto, no todos los grupos estudiados tienen la misma media. De este modo, si el estadístico F es 
significativo en alguno de los tres factores del modelo, significará que éste contribuye de forma 
significativa a los valores de expresión de la matriz de expresión. Por lo tanto, para valorar la 
influencia de la variación genética en los datos de expresión, se analizó la contribución de la 
presencia o ausencia de variantes genéticas a la varianza existente en la matriz de expresión, en 
conjunción con la contribución de las otras variables analizadas (fenotipo y genes). 
 Finalmente, el diseño de experimentos se repitió en los mismos tres escenarios 
descritos, pero con los valores de expresión normalizados por gen, de forma que se eliminan las 
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diferencias de expresión entre genes. El propósito de ello es dilucidar si una hipotética 
contribución de la presencia/ausencia de variantes genéticas en la varianza de la matriz de 
expresión no normalizada es significativa debido a las diferencias entre genes (esto es, que las 
variantes tienden a estar dentro de genes mayor o menormente expresados), o debido a la 
implicación directa de la variante en la alteración de los niveles de expresión. Esta 
normalización se realizó dividiendo cada valor de expresión en cada gen por la suma de la 
expresión génica en todas las muestras en ese gen, y multiplicando posteriormente por un valor 
constante k (k = 10,000) para así generar una matriz de expresión normalizada preservando las 
diferencias de expresión dentro de las muestras de un mismo gen, pero eliminado la variabilidad 
en la expresión génicas entre los diferentes genes analizados. Todos los análisis de ANOVA 



















































ESTUDIO I. VARIACIÓN GENÉTICA RARA EN ELEMENTOS CONSERVADOS DE 
TCF4DE POTENCIAL REGULADOR 
 
I. 1. Introducción 
 TCF4 es un factor de transcripción implicado en el desarrollo del sistema nervioso 
central y fuertemente asociado con la esquizofrenia, algo demostrado en los estudios de GWAS 
(Steinberg y cols., 2011a). La haploinsuficiencia del gen TCF4 es la responsable de la aparición 
del síndrome de Pitt-Hopkins, una enfermedad caracterizada, entre otras cosas, por fenotipos 
severos como discapacidad intelectual, alteraciones anatómicas en la boca e hiperventilación. 
Esta haploinsuficiencia se ha visto causada por mutaciones nonsense, que originan codones de 
parada prematura, mutaciones missense, translocaciones o deleciones (Whalen y cols., 2012).  
 Bejerano y cols. (2004) describieron la existencia de 481 elementos ultraconservados 
(UCEs) a lo largo del genoma humano, que se definen como secuencias de al menos 200 pb con 
100% de homología en el genoma de humano, ratón y rata. Subsiguientes validaciones 
experimentales de muchos de estos UCEs mediante ensayos de transgénesis en embriones de 
ratón revelaron que la mayoría de los UCEs no codificantes son elementos reguladores 
implicados en la expresión génica durante el desarrollo. Uno de los elementos analizados con 
función de enhancer de la expresión génica fue UC435, un UCE enteramente no codificante y 
cuya secuencia de 227 pb de longitud se sitúa en una región intrónica de TCF4. UC435 potencia 
la expresión en el rombencéfalo, mesencéfalo y tubo neural (VISTA enhancer browser (ID: 
hs376); http://enhancer.lbl.gov). De hecho, mediante una inspección visual desde el navegador 
de UCSC, el elemento es también diana de la proteína p300, una acetiltransferasa de histonas 
vinculada a la potenciación de la expresión en la línea celular de neuroblastoma (ENCODE 
Project Consortium, 2012), lo que proporciona una evidencia adicional de la relevancia de su 
papel como regulador de la expresión génica.  
 TCF4 presenta, además, otro UCE de los 481 descritos por Bejerano y cols. (2004): 
UC436. Sin embargo, a diferencia de UC435, casi la mitad de UC436 implica un exón 
codificante de TCF4. Asimismo, no hay evidencia experimental del posible papel de UC436 
como potenciador o enhancer de la expresión génica. Debido a esto, el presente estudio se 
centró en la búsqueda de alelos muy penetrantes a lo largo del elemento UC435 de TCF4, en un 
contexto de posible implicación de esas supuestas variantes en la alteración de la normal 





I. 2. Estudio de la secuencia de UC435 en mamíferos y de la variación genética descrita en 
población humana. 
 Se propone el estudio del elemento UC435 por ser completamente intrónico y, por 
tanto, de mayor interés en lo que respecta a sus potenciales propiedades en la regulación de la 
expresión génica de TCF4. 
 Tras un análisis pormenorizado de la secuencia de UC435 en otros mamíferos, se reveló 
que tan sólo existe un único cambio en las secuencias de referencia de 22 mamíferos 
placentarios, correspondiente a la posición 1 de UC435 en hámster chino, lo que sugiere que los 
bordes del elemento son aproximados, pero en cualquier caso refuerza la ultraconservación de 
este elemento, haciéndola extensible a 22 mamíferos adicionales. Por extensión de la 
comparación de los genomas de tres marsupiales, se comprobó que dos de ellos presentan 
idéntica secuencia de UC435 y uno, que se corresponde al diablo de Tasmania, presenta un solo 
cambio (figura 4.1).  
 
Figura 4. 1. Variación genética en UC435. Con el nombre de la especie se representan las 2 variantes encontradas 
en 22 mamíferos placentarios y 3 marsupiales analizados. Las variantes señaladas con rs pertenecen a dos individuos 
de Kenya (rs190709022), una mujer japonesa (rs186334179) y un hombre también japonés (rs181478739), tras la 






 Curiosamente, la búsqueda en los datos del Proyecto 1000 Genomas (1000 Genomes 
Project Consortium, 2012) reveló la existencia de 3 variantes poco comunes en UC435, dos 
detectadas en una sola ocasión (rs186334179, en una mujer japonesa de Tokio, y rs181478739, 
también en un japonés de Tokio) y la otra (rs190709022), presente en dos sujetos de la etnia 
Luhya, en Kenia (Figura 4.1). 
 
I. 3. Análisis de la variación genética en UC435 en esquizofrenia mediante High Resolution 
Melting Analysis (HRMA). 
 El fragmento a amplificar presentó una longitud de 284 pb en el UC435 
(chr18:53,089,911-53,090,194; hg19). Los primers diseñados en ambos casos no amplifican 
ninguna otra región según las predicciones in silico realizadas mediante la herramienta BLAT 
del browser de UCSC. Además, tampoco contienen ningún SNP a lo largo de su secuencia que 
pueda interferir en el proceso de amplificación mediante PCR. 
 La PCR fue optimizada y los productos de la reacción se chequearon para comprobar su 
concentración y pureza a las condiciones dadas. En las condiciones optimizadas de PCR, se 
obtuvo una única banda a 286 pb correspondiente con el amplicón y con una concentración de 
43,27 ng/µL. 
La región amplificada de UC435 (chr18:53,089,911-53,090,194; hg19) presenta un 
único dominio de desnaturalización bastante homogéneo según predicción in silico de la curva 
de fluorescencia (a partir de las predicción del programa µMELT), que implica un intervalo de 
temperatura de poco más de 5 ºC en el cual tiene lugar la completa desnaturalización de la doble 
hebra (figura 4.2). 
 






 El estudio de las muestras de ADN amplificadas de 528 esquizofrénicos y 270 
controles, analizadas según sus patrones de desnaturalización no revelaron en primera instancia 
ninguna variante genética en la región estudiada en las condiciones de detección por defecto. No 
obstante, 9 muestras mostraron perfiles dudosos que, aplicando condiciones menos estrictas de 
detección para evitar falsos negativos, revelaron la posible existencia de variantes en esas 
muestras. Las figuras 4.3 - 4.4 representan las curvas del gradiente de fluorescencia y de 
perfiles de fluorescencia normalizados para una de las placas donde una variante dudosa fue 
detectada en esas condiciones. 
 
Figura 4. 3. Perfiles de fluorescencia normalizados en 96 controles con una posible variante detectada (en rojo) 
empleando condiciones poco estrictas. 
 
 
Figura 4. 4. Perfiles de gradiente de fluorescencia en 96 controles sanos con una posible variante detectada (en 









I. 4. Secuenciación de las muestras con variantes “dudosas” en UC435 
 Se optimizó la amplificación para la secuenciación del elemento UCR435 en las 
muestras con variantes dudosas (5 casos de esquizofrenia y 4 controles). Las 9 muestras y un 
control negativo se amplificaron siguiendo las condiciones optimizadas, y posteriormente se 
chequearon mediante un chip de Agilent 2100 Bioanalyzer, demostrando que tiene lugar una 
amplificación específica y con un pico correspondiente al amplicón de UC435 a una 
concentración de 38,21 ng/µL. 
 Los resultados de la secuenciación, siguiendo el protocolo de purificación, reacción de 
secuenciación y posterior análisis mediante la lectura de secuencias no reportaron la detección 
de ninguna variante en las muestras seleccionadas. De este modo, comprobamos mediante 
secuenciación de Sanger que las variantes dudosas de HRMA no se correspondían con 
alteraciones en la secuencia de este elemento ultraconservado en las muestras implicadas. 
 Mediante esta alternativa económica, 9 muestras mostraron perfiles de desnaturalización 
de posibles variantes genéticas en la secuencia de UC435, y la secuenciación de las mismas 
reveló la ausencia de variantes en estas regiones. El análisis de potencia estadística, para la 
muestra de 528 casos esquizofrénicos, reveló que existe una probabilidad superior al 80% para 
detectar una variante de frecuencia del 0,15% o mayor, lo cual nos permite descartar la 
presencia de variantes alélicas en el elemento ultraconservado UC435 de TCF4 con frecuencias 
similares a las de CNV de riesgo recurrentes en esquizofrenia (Malhotra y Sebat, 2012), que 
confieren riesgo moderado para la aparición de la enfermedad. Por tanto, son necesarios análisis 
con tamaños muestrales superiores al de este estudio con el objetivo de estudiar la posible 
presencia de variantes de menor frecuencia y riesgo mayor, o bien, aunque menos probable, de 








































ESTUDIO II. VARIACIÓN GENÉTICA EN ELEMENTOS ACELERADOS EN 
HUMANOS EN NPAS3. 
 
II. 1. Introducción 
 NPAS3 codifica para un factor de transcripción de la familia bHLH-PAS (basic Helix 
Loop Helix, Period, Aryl hydrocarbon receptor, Single minded) involucrado en el desarrollo del 
sistema nervioso central y la neurogénesis en la adultez (Erber-Sieler y cols., 2004; Brunskill y 
cols., 2005; Pieper y cols., 2005; Wong y cols., 2013). La identificación de una translocación 
recíproca balanceada que afecta a NPAS3 en una madre y una hija con esquizofrenia constituye 
la primera evidencia genética de la implicación de este gen en la enfermedad (Kamnasaran y 
cols., 2003; Pickard y cols., 2005). Desde entonces, se ha descrito la presencia de variantes raras 
y comunes asociadas con la susceptibilidad a la esquizofrenia y otros trastornos mentales 
(Pickard y cols., 2009; MacIntyre y cols. 2010; Yu y cols., 2014). Los estudios de asociación de 
genoma completo (GWAS) también sugieren un papel de NPAS3 en la susceptibilidad a los 
trastornos psiquiátricos, aunque no se ha llegado a alcanzar significación genómica en estas 
asociaciones (Ferreira y cols., 2008, Huang y cols. 2010; Weber y cols., 2011).  
 Por otra parte, NPAS3 es la región genómica con mayor número de elementos 
reguladores acelerados específicos de humanos (HAEs), es decir, regiones no codificantes 
altamente conservadas durante la evolución de mamíferos, pero cuya secuencia acumula 
cambios en el linaje humano tras la escisión respecto al chimpancé (Kamm y cols., 2013a). Hay 
un total de 14 HAEs en NPAS3, y la mayoría de estas regiones funcionan como elementos 
reguladores de la expresión en el sistema nervioso central en modelos de pez cebra transgénico. 
Este hecho sugiere un papel crítico de NPAS3 en la evolución del cerebro humano. 
Curiosamente, la aceleración es exclusiva de las regiones no codificantes del gen, mientras que 
la secuencia de codificación está altamente conservada.  
 Dada la existencia de estas regiones no codificantes de demostrada naturaleza 
reguladora de la expresión génica, y la haploinsuficiencia de NPAS3 como factor de riesgo en la 
aparición de fenotipos relacionados con la esquizofrenia, en este trabajo se postuló que 
cualquier variante en la secuencia de estos HAEs podría afectar a la susceptibilidad a 
esquizofrenia. En consecuencia, se realizó el genotipado de los polimorfismos de nucleótido 
único (SNP) con evidencia de asociación en GWAS de enfermedades psiquiátricas en NPAS3, 
así como de las variantes de nucleótido único raras (SNV) detectadas en proyectos masivos de 




análisis estadístico diseñado específicamente para el estudio del efecto acumulativo sobre el 
riesgo de la enfermedad tanto de variantes comunes como raras. 
  
Figura 4. 5.  Representación de la estructura de los tránscritos de RefSeq del gen NPAS3, los 14 HAEs a lo 
largo del gen y los cinco SNP de estudios GWAS finalmente estudiados. 
 
 
II.2. Genotipado de variantes en NPAS3 
 Se seleccionaron un total de 25 SNV presentes en población europea de la base de datos 
de los 1000 genomas a lo largo de los elementos HAEs de NPAS3, repartidas en 10 de los 14 
HAEs del gen (figura 4.5). Además, 5 SNP en NPAS3 asociados a enfermedades psiquiátricas 
en estudios de GWAS también fueron incluidas. En total, 30 variantes en NPAS3 se incluyeron 
en el diseño de genotipado en Sequenom, pero 4 de ellas se excluyeron por no entrar en el 
diseño final (métodos). 
 Finalmente, un total de 26 variantes, de las que 21 se encontraban en HAEs de NPAS3, 
así como cinco variantes de GWAS de trastornos psiquiátricos, se genotiparon en 538 casos 
esquizofrénicos y 539 controles (tabla 4.1). Este proceso de genotipado tuvo éxito en más de 
99% de las muestras. Asimismo, todas las muestras, menos una, se genotiparon de forma 
exitosa en más de 95% de las variantes. La totalidad de las 26 variantes analizadas estaban en 
equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0,01), y ocho se encontraban ausentes en las 1077 muestras 
analizadas. Siete variantes presentan una frecuencia del alelo menor (MAF) inferior al 5%, y 






II. 3. Análisis de variantes en NPAS3 
 Ninguna de las variantes se asoció con esquizofrenia a nivel individual, como era de 
esperar teniendo en cuenta nuestro tamaño de la muestra y el bajo efecto de cualquier variante 
individual en riesgo de la esquizofrenia (tabla 4.1). 
 
Tabla 4. 1. Variantes genotipadas en Sequenom para el estudio de la variación genética en HAEs de NPAS3 y 
de variantes de estudios de GWAS de enfermedades psiquiátricas. Las variantes que se encuentran fuera de los 
elementos HAEs, en itálica, proceden de los siguientes trabajos: rs1315132, P = 0,0049 en trastorno por déficit de 
atención e hiperactividad (Neale y cols., 2010); rs927327, P = 0,00038 en esquizofrenia (Schizophrenia Psychiatric 
Genome-Wide Association Study (GWAS) Consortium, 2011); rs7155832, P = 2,27x10-5 en trastorno bipolar (Sklar 
y cols., 2011); rs8017055, P = 0,000851 en depresión mayor (Ripke y cols., 2013b) y rs4982029, P = 4x10-6 en un 
estudio combinado de trastorno bipolar, depresión mayor y esquizofrenia (Huang y cols., 2010). 


















rs10149308 HACNS658 0,001 T/C 100 538/0/0 538/1/0 1 0,318 
rs117277815 HACNS96 0,025 T/A 100 527/10/1 519/20/0 0,417 0,160 
rs118140829 HACNS658 0,047 C/T 100 501/37/0 488/51/0 0,314 0,137 
rs1315132 - 0,139 A/G 99,9 13/12/399 8/115/416 0,566 0,174 




0,005 C/T 100 528/10/0 534/5/0 1 0,190 
rs143380969 2xHAR157 0,001 A/G 100 536/2/0 536/3/0 1 0,660 
rs144275943 HAR89 0,021 T/G 100 515/23/0 518/21/0 1 0,742 




0,001 C/T 100 538/0/0 539/0/0 1 - 
rs185406645 HAR202 0,003 A/T 100 538/0/0 539/0/0 1 - 
rs189929763 2xHAR223 0,001 T/C 100 538/0/0 539/0/0 1 - 
rs190286431 HACNS658 0,001 C/G 100 538/0/0 539/0/0 1 - 
rs1958550 HAR89 0,133 T/C 100 411/119/8 399/131/9 0,773 0,375 
rs2183276 2xHAR223 0,532 G/A 100 124/259/155 102/271/166 0,827 0,186 
rs4627235 2xHAR157 0,259 G/A 99,8 320/184/33 303/202/33 0,591 0,390 
rs4982029 - 0,049 G/A 100 519/19/0 510/28/1 0,856 0,118 
rs61712153 2xHAR223 0,079 G/A 99,9 460/77/0 465/71/3 0,367 0,952 
rs7155832 - 0,789 C/G 99,9 352/155/30 345/170/24 0,061 0,873 
rs73264614 HAR96 0,001 T/C 100 538/0/0 539/0/0 1 - 
rs75321232 HAR202 0,001 C/T 100 538/0/0 539/0/0 1 - 
rs77871170 HAR202 0,007 G/A 100 538/0/0 539/0/0 1 - 
rs8003317 HACNS221 0,185 A/G 99,8 348/166/22 360/165/14 0,821 0,370 
rs8017055 - 0,266 C/T 99,9 296/191/50 290/204/45 0,021 0,989 
rs8017203 HAR96 0,41 T/C 100 193/252/93 208/262/69 0,961 0,093 





 Teniendo en cuenta la evolución excepcional deNPAS3 (Kamm y cols., 2013a), parece 
razonable especular que una proporción importante de las variantes tiene un efecto funcional 
sobre el desarrollo neurológico mediante la alteración de la normal expresión génica de NPAS3. 
Por consiguiente, a pesar de los resultados negativos de las pruebas a nivel individual, se 
analizaron otros posibles escenarios teniendo en cuenta la totalidad de las variantes en el riesgo 
asociado, con la ventaja de una mayor potencia estadística en el análisis.  
 En primer lugar, el test principal realizado probó la acumulación de variantes 
exclusivamente en los elementos HAEs, y considerando un efecto combinado de las variantes 
comunes y raras, tanto de riesgo, como de protección. Dado que la prueba no fue significativa 
(P = 0,162), se realizaron pruebas adicionales (un total de 10 con la primera) para explorar 
diferentes escenarios, desde modelos simples donde sólo variantes raras tienen efecto y siempre 
de riesgo hasta modelos más complejos donde efectos de riesgo como de protección se tienen en 
cuenta en variantes raras y comunes, asumiendo diferentes pesos entre ellas en función de la 
frecuencia. En total, son 5 los escenarios estudiados que, además, se realizaron tanto en 
variantes presentes en HAEs como en todas las variantes incluyendo las de estudios de GWAS 
en trastornos psiquiátricos fuera de estos elementos pero a lo largo de NPAS3. Ninguno de los 
modelos probados obtuvo significación positiva (tabla 4.2). 
  
Tabla 4. 2. Modelos estadísticos para los 5 diferentes escenarios considerados, incluyendo solo variantes en 
HAEs o todas las variantes. Los test fueron realizados mediante el paquete estadístico SKAT en R. 
Test variantes raras/comunes Tipo de test 





Contribución combinada de variantes 
raras y comunes 
Varianza 0,162 0,21 
2 
Contribución combinada de variantes 
raras y comunes 
Carga 0,897 0,866 
3 
Variantes raras y comunes, aumentando 
el valor de las raras 
Combinación de 
varianza y carga 
0,255 0,256 
4 Solo contribución de variantes raras Carga 0,316 0,313 
5 Solo contribución de variantes raras Varianza 0,784 0,813 
 
 El análisis de potencia estadística sugiere que el presente trabajo tiene suficiente 
capacidad para detectar asociación bajo los distintos escenarios realistas probados, de acuerdo 
con el conocimiento actual de la arquitectura genética de la esquizofrenia (figura 4.6). Por 
ejemplo, existe una potencia estadística del 80% para detectar asociación en un escenario con 
aproximadamente un 25% de las variantes funcionales y con un OR máximo de 5 para el 






Figura 4. 6. Potencia estadística para la detección de variantes en función del porcentaje de las variantes 
analizadas que son causales y el OR máximo asociadas a ellas. 
 
 
 Finalmente, se realizó un análisis de haplotipos de las variantes aquí estudiadas, 
utilizando un procedimiento de ventanas deslizantes de 2 a 6 SNP (métodos). En este último 
caso, tampoco se halló ninguna asociación significativa tras corregir por las múltiples pruebas 
realizadas (tabla 4.3). 
 
Tabla 4. 3. Análisis de haplotipos mediante procedimiento de ventanas deslizantes de 2 a 6 SNP. Solo los SNP 
con un valor de frecuencia mínima (MAF) > 0,01 fueron incluidos (a). Los valores p se corrigieron para 1000 
permutaciones, lo que lleva a los siguientes valores de p ajustado para los casos de significación nominal (b) de 
0,0929, 0,0899, 0,5504, 0,2208 y 0,7922 para las ventanas de 2 a 6, respectivamente. 
SNP Ida Posición (chr14; hg19) 2-SNP 3-SNP 4-SNP 5-SNP 6-SNP 
rs8017203 33417163 0,0293 0,0573 0,1434 0,1601 0,0829 
rs118140829 33417978 0,0826 0,9566 0,2942 0,2066 0,0009
b 
rs4982029 33476266 0,291 0,3041 0,1827 0,0148
b 0,0602 
rs8003317 33649278 0,2401 0,1076 0,0066 0,0776 0,0169 
rs117277815 33819429 0,0715 0,0030
b 0,0002b 0,1569 0,1536 
rs1315132 33829068 0,0232
b 0,1935 0,3525 0,2855 0,2018 
rs927327 33918155 0,5253 0,7383 0,3272 0,4247 0,4563 
rs7155832 33933276 0,8596 0,8591 0,8793 0,5692 0,094 
rs1958550 34065521 0,5397 0,6405 0,4371 0,0243 0,0033 
rs144275943 34065832 0,5724 0,3153 0,5476 0,5954 
 
rs61712153 34130195 0,3367 0,6679 0,5119 
  
rs2183276 34130874 0,4215 0,4399 
   
rs4627235 34160162 0,4506 
    
rs8017055 34242983 
























































ESTUDIO III. RESECUENCIACIÓN DE REGIONES PROMOTORAS DE GENES DE 
RIESGO EN ESQUIZOFRENIA. 
 
III. 1. Introducción 
 Recientes hallazgos genómicos sugieren un papel muy relevante  para la variación 
genética en las regiones implicadas en la regulación de la expresión génica en la susceptibilidad 
a esquizofrenia.  
 En el caso de los estudios GWAS en esta enfermedad, sólo diez de los 108 loci de 
riesgo identificados en el trabajo más reciente y de mayor volumen en esquizofrenia puede ser 
atribuible a variantes no sinónimas (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics 
Consortium, 2014). Las variantes asociadas con la esquizofrenia en estudios GWAS están 
enriquecidas en eQTLs presentes en regiones promotoras y enhancers (Richards y cols., 2012; 
Roussos y cols., 2014).  
 Por otro lado, la importancia de las variantes en el número de copias (CNV) en el riesgo 
para la aparición de trastornos del neurodesarrollo también sugiere un papel relevante para la 
regulación de la expresión génica en el riesgo a esquizofrenia, ya que un mecanismo probable 
por el cual la CNV ejerce su efecto CNV es el cambio en los niveles de expresión de los genes 
afectados por la alteración en el número de copias (Henrichsen y cols., 2009). Este mecanismo 
ha sido demostrado para varios genes de la deleción y duplicación en 16p11.2, la deleción en 
22.q11.2, la duplicación en 15q11.2 o la deleción en 3q29 (Mehta y cols., 2014; Migliavacca y 
cols., 2015; Ye y cols., 2012).  
 Por último, los estudios de secuenciación del exoma completo en esquizofrenia no 
lograron encontrar variantes poco comunes de efecto moderado (Need y cols., 2012; Purcell y 
cols., 2014), lo cual apoya la transición de los estudios genéticos hacia otros centrados en la 
búsqueda de variantes de susceptibilidad en regiones no codificantes de potencial regulador en 
los genes implicados en el desarrollo de la enfermedad.  
 A pesar de las citadas evidencias, hoy en día no hay suficientes estudios sobre la 
variación genética reguladora en el contexto de la esquizofrenia debido, en mayor medida, a la 
dificultad en la interpretación de las consecuencias de estas variantes. La variación genética en 
regiones reguladoras está probablemente más asociada a los cambios específicos en tejidos en 
donde la expresión del gen o genes regulados sea de mayor importancia, así como a los 
diferentes estados durante el desarrollo. Por lo tanto, la consideración de la regulación espacial y 




genética de potencial regulador. En este contexto, varios proyectos a gran escala surgieron en 
los últimos años, tales como el Proyecto ENCODE (ENCODE Project Consortium, 2012), cuyo 
objetivo perseguido fue el de construir un catálogo de variantes funcionales a lo largo del 
genoma, el Proyecto Roadmap (Kundaje y cols., 2015), que se centró en los cambios de estado 
de la cromatina durante el desarrollo basado en los patrones de modificación de histonas o 
BrainSpan (Kang y cols., 2011), cuyo objetivo fue el estudio de los cambios transcripcionales 
del cerebro humano durante el desarrollo. Además, varias herramientas bioinformáticas 
surgieron a la luz de los grandes volúmenes de datos para canalizar esa información relativa a 
las regiones reguladoras presentes en el genoma humano, y que ayudan a la interpretación de la 
variación genética, tales como RegulomeDB (Boyle y cols., 2012) y  AVIA (Vuong y cols., 
2012). 
 En el presente trabajo, se secuenciaron las regiones reguladoras promotoras alrededor de 
los sitios de inicio de transcripción (TSS) de diferentes genes asociados con la esquizofrenia en 
estudios GWAS, así como de genes candidatos en CNV de riesgo, para la búsqueda de variantes 
funcionales raras implicadas en la susceptibilidad a esquizofrenia, y bajo la hipótesis de que la 
variación rara no es posible capturarla mediante estudios de GWAS. La interpretación de estos 
resultados se realizó utilizando datos funcionales de grandes proyectos como el proyecto 
ENCODE,  Roadmap, y mediante las predicciones de funcionalidad de RegulomeDB. 
 
III. 2. Cobertura de las regiones analizadas 
 En este estudio se secuenciaron 30 regiones promotoras de genes de CNV y de GWAS 
relacionados con esquizofrenia (métodos), comprendiendo un total de 77854 para analizar de 
forma comparativa la variación genética presente en ellas en 516 casos y 516 controles 
agrupados en pools de 6 muestras (86 pools de casos y de controles), y a su vez, para el proceso 
de secuenciación, agrupadas en 4 pools de secuenciación (conteniendo, cada uno, 22 o 21 pools 
de casos y controles). 
 Previo al análisis de variantes, se procedió a analizar la cobertura de las regiones 
secuenciadas. Uno de los amplicones inicialmente amplificados, AMP39 de GABRA5, no fue 
correctamente mapeado y no se pudo analizar, estando el análisis restringido a las 73997 pb 
restantes, de 29 regiones promotoras. 
 En ellas, el análisis de cobertura comparado en casos y controles reveló que no existen 
diferencias de cobertura significativas entre casos y controles (figura 4.7). De hecho, existe, de 





casos (cobertura en controles = 0,90 ± 0,06, cobertura en casos = 0,89 ± 0,06; valor P de la 
prueba de Kruskal-Wallis = 0,122). 
 
Figura 4. 7. Diagrama de cajas y bigotes para la comparación de los valores de cobertura de las regiones 
analizadas en casos frente a controles. 
 
Figura 4. 8. Diagrama de cajas y bigotes para la comparación de los valores de cobertura de las regiones 
analizadas en casos frente a controles para cada uno de los 4 pools de secuenciación. 
 
 
 Sin embargo, sí existe diferencia en la cobertura existente en los 4 pools de 
secuenciación, tal y como se puede apreciar en la figura 4.8. Para evitar la infrarrepresentación 
de los individuos pertenecientes al pool 2 de secuenciación, se restringió el análisis a aquellas 




individuos (tabla 4.4). Un total de 55729 posiciones fueron consideradas mediante este filtro 
(que representan un 75% del total de posiciones analizadas). Más de un 70% de las 55729 
posiciones analizadas tuvieron, además, una DP > 240 en un 95% de los individuos 
seleccionados (tabla 4.5). 
 
Tabla 4. 4. Cobertura de las regiones secuenciadas a DP > 180 en función del número de individuos cubiertos 
Porcentaje de pools (172) cubiertos Nº posiciones (pb) % sobre el total de posiciones 
100% 28243 38.17% 
99% 46561 62.92% 
95% 55729 75.31% 
90% 58538 79.11% 
80% 28243 84.30% 
 
 
Tabla 4. 5. Cobertura de las regiones secuenciadas a DP > 240 en función del número de individuos cubiertos 
Porcentaje de pools (172) cubiertos Nº posiciones (pb) % sobre el total de posiciones 
100% 22848 30.88% 
99% 40280 54.43% 
95% 51856 70.08% 
90% 54500 73.65% 
80% 58976 79.70% 
 
 
III. 3. Detección de variantes 
 Con los filtros de calidad descritos (métodos), y el filtro posicional basado en una 
profundidad de lectura superior a 180 en el 95% de las muestras analizadas, se detectaron un 
total de 297 posiciones con variante genética rara (a frecuencias inferiores a 1% en las bases de 
datos y en el propio conjunto de muestras). 361 variantes en casos y 388 en controles fueron el 
total de SNV e indels de frecuencia rara presentes en el presente estudio. 
 Ninguno de los pools de secuenciación se halló enriquecido en las 749 variantes 
detectadas tras los filtros pertinentes (figura 4.9), a pesar de las diferencias de cobertura 
observadas en una primera instancia (figura 4.8), lo que demuestra que el filtro posicional 
aplicado de eliminar aquellas variantes presentes en posiciones altamente cubiertas (DP > 180) 
en menos del 95%  de las muestras fue exitoso a la hora de eliminar posibles sesgos entre los 4 






Figura 4. 9. Diagrama de cajas y bigotes para la comparación entre el número de variantes detectadas en cada 
pool de muestras en los distintos pools de secuenciación. 
 
 Además, el análisis de las frecuencias internas, dentro de cada pool, de las variantes 
detectadas sugirió que la enorme mayoría de las mismas es real, y que los filtros aplicados, si 
bien hubieron podido eliminar algunas variantes verdaderas (falsos negativos), consiguieron 
eliminar la mayoría de los artefactos del proceso de secuenciación (falsos positivos). Para un 
total de 12 alelos presentes en cada pool, 2 por cada individuo representado en ellos, en 
condiciones de equimolaridad entre las muestras integrantes, se esperaría que una variante rara 
presente en un alelo de un pool tuviera una frecuencia aproximada de 0.08, siendo este caso el 
más frecuente. La distribución de frecuencias de las 749 variantes detectadas revela un 
comportamiento similar (figura 4.10), donde la mediana de la misma presenta un valor de 7,4. 
 
III. 4. Confirmación de variantes secuenciadas mediante genotipado en Sequenom 
 De las 297 posiciones con 749 variantes en las muestras analizadas, las 56 posiciones 
con predicción de funcionalidad "2" en RegulomeDB (con un total de 106 variantes) fueron 
escogidas para su confirmación mediante genotipado en la plataforma de Sequenom (ANEXO 
IV). Este subconjunto fue seleccionado ya que, si bien la probabilidad de falsos positivos 
esperada es la mima en cualquier grupo de variantes, la probabilidad de verdaderos positivos 
existentes en esta categoría será la menor, dada su mayor funcionalidad y las consecuencias más 
relevantes que acarrearían estas variantes. Por tanto, la tasa de falsos positivos será mayor para 
estas posiciones 
 De las 106 variantes en RegulomeDB 2, 89 entraron finalmente en  los diseños 




(ANEXO V). 86 de esas 89 variantes fueron confirmadas, lo que revela una tasa de falsos 
positivos en el conjunto más propenso a tenerlos de 3,4%, correspondientes a 2 variantes en 
controles y una en casos. Dada esta baja tasa de errores, que demuestra la efectividad de los 
filtros seleccionados en la eliminación de variantes no reales, estas 3 fueron excluidas y el 
análisis, a partir de entonces, se realizó sobre las 360 y 386 variantes en casos y controles, 
respectivamente, en 294 posiciones afectadas. 
 




III.5. Comparaciones caso-control basadas en RegulomeDB 
 En primer lugar, se analizó la incidencia de las variantes detectadas y filtradas según lo 
explicado en la categoría de RegulomeDB de mayor consecuencia funcional (categoría 2). Un 
total de 103 variantes de las 746 aquí detectadas, tras eliminar los falsos positivos de 
secuenciación, pertenecen a esta categoría funcional (un 13,8%), lo cual ya revela, en lo relativo 
a estas regiones, una selección funcional muy significativa en comparación con el resto del 
genoma (la tasa esperada en la totalidad del genoma es del 1,48%) 
 A modo de comparación, se seleccionaron las variantes de dbSNP v.141, anotadas en 
RegulomeDB, genotipadas por el PGC (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric 
Genomics Consortium, 2014) y no presentes en alguna de las poblaciones secuenciadas en la 
fase 3 del proyecto de los 1000 genomas a una frecuencia superior al 1%. Un total de 4475 





seleccionadas de este modo (2,1%). En comparación, en las variantes de este estudio, 53 
posiciones presentan categoría funcional 2 del total de 294 posiciones mutadas (18%; valor P de 
la prueba de χ
2
 de Pearson ≈ 0), lo que demuestra, nuevamente, que la selección de 73997 pb 
finalmente mapeadas están fuertemente enriquecidas en regiones de gran relevancia para la 
regulación de la expresión génica (figura 4.11). 
 
Figura 4. 11. Comparación entre el número de posiciones genómicas con variante en RegulomeDB 2 entre las 
presentes en las regiones secuenciadas y aquellas presentes en las variantes genotipadas por el PGC, presentes 
en dbSNP v.141 y a frecuencia menor al 1% en todas las poblaciones de los 1000 genomas (PGC_1KG) 
 
  
 Respecto a la comparación entre casos y controles, existe un enriquecimiento 
estadísticamente significativo en las variantes RegulomeDB 2 presentes en casos respecto a 
controles (figura 4.12; OR = 1,92 (1,26 - 2,95); P de la prueba exacta de Fisher de dos colas = 
0,0028). Esto revela que las variantes genéticas reguladoras en las regiones promotoras de los 
genes seleccionados son un factor de riesgo en el desarrollo de esquizofrenia. 
 
III.6. Comparaciones caso-control basadas en los estados de la cromatina (Proyecto 
Roadmap) 
 La variación genética en regiones reguladoras está probablemente más asociada a 
cambios específicos en aquellos tejidos donde la alteración expresión del gen o genes estudiados 
durante las etapas del desarrollo sea más relevante para la aparición del fenotipo esquizofrénico. 
En este sentido, para profundizar en la funcionalidad de la variación genética presente en las 




estados funcionales de esas regiones en los tejidos más implicados en el desarrollo de la 
esquizofrenia. 
 
Figura 4. 12. Enriquecimiento de variantes en RegulomeDB 2 en casos respecto a controles en las regiones 
promotoras secuenciadas. En la figura se representa el número de variantes en la categoría 2 de RegulomeDB frente 
al resto de categorías funcionales. 
 
 
 Haciendo uso de los datos del reciente proyecto Roadmap, se analizó la incidencia de 
variantes genéticas en los distintos estados de la cromatina (descritos en función de 
modificaciones epigenéticas; tabla 1.9) de los tejidos más relevantes en esquizofrenia en 
regulación genética según estudios GWAS (Giro angular y corteza prefrontal medial) y en 
cerebro fetal, dada la presencia, en este  estudio,  de genes de CNV implicadas en trastornos del 
neurodesarrollo (tabla 4.6). 
 En este análisis se detectaron diferencias significativas en la incidencia de variantes en 
casos y controles, a nivel nominal de 0,05, en el estado represor Polycomb a lo largo de todos 
los tejidos analizados menos en cerebro fetal femenino. Igualmente, otro estado parcialmente 
reprimido, enhancer bivalente, también tuvo diferencias significativas en el número de variantes 
en casos y controles en cerebro fetal masculino, estando sobrerrepresentado en casos en la 
totalidad de los tejidos. Existe, además, una fuerte correlación en los estados de la cromatina de 
los tejidos estudiados, y la mayoría de las variantes situadas en estados represores Polycomb en 
algún tejido también lo son en el resto, o en su lugar, enhancer bivalente, que está 
funcionalmente relacionado. Por otro lado, no se observaron diferencias apreciables en los 
estados activos de la cromatina en los tejidos analizados, lo que sugiere que en las regiones 
promotoras existe una mayor relevancia de las funciones represivas o bivalentes, en contra de lo 





Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014), que se encontraban sobrerrepresentados 
en enhancers activos en los tejidos aquí analizados, y haciendo uso de los mismos datos de 
Roadmap. 
 Además, 9 de las 360 variantes en casos frente a ninguna en las 386 de controles se 
encuentran situadas en posiciones de estados de represión Polycomb y RegulomeDB 2, una 
diferencia altamente significativa (P valor de prueba exacta de Fisher de dos colas = 0,0011, OR 
= 20,89, 95% C.I. = 2,64 - 2696,93). Esta diferencia también es altamente significativa en la 
comparación de casos portadores y controles portadores de variantes (P valor de prueba exacta 
de Fisher de dos colas= 0,0016, OR = 19,34, 95% C.I. = 2,45-2495,26).  
 Estas 9 variantes de riesgo detectadas se encuentran, además, únicamente en los 
promotores de 2 genes (HNF1B y LHX1) pertenecientes a la misma CNV (17q12) (tabla 4.7). 
De hecho, 2 de esas variantes se encuentran tan solo separadas 2 pb, estando todas ellas 
presentes en individuos diferentes.  
 De acuerdo con la clasificación de los estados de la cromatina de Roadmap basados en 
marca de histonas, todas menos una de estas SNV se ubican dentro de un pico ChIP-seq para 
EZH2, un miembro del complejo Polycomb represivo 2 (PRC2) en diferentes líneas celulares de 
los datos de ENCODE. Además, una de estas SNV se encuentra en un pico ChIP-seq para 
SUZ12, otro componente del PRC2, y REST, un factor de transcripción supuestamente 
implicado en el reclutamiento del complejo represivo PRC2. Por otro lado, la única SNV 
presente en más de un caso cae dentro de un pico ChIP-seq para YY1, otro factor de 
transcripción implicado en el reclutamiento del complejo PRC2 (Lanzuolo y cols., 2012; 
Margueron y cols., 2011) Estos datos evidencian la importancia de estas variantes en la correcta 









































ESTUDIO IV. ANÁLISIS DE TRANSCRIPTOMA DE GIRO CINGULADO EN 
ESQUIZOFRENIA. ESTUDIO DE VARIACIÓN GENÉTICA Y DIFERENCIAS DE 
EXPRESIÓN EN CEREBRO 
 
IV. 1. Introducción 
 El giro cingulado es una parte integral del sistema límbico que se localiza en la 
circunvolución o gyrus del área media del cerebro, y que se haya involucrado en la formación y 
procesamiento de la emoción (Hadland y cols., 2003), aprendizaje y memoria (Sutherland y 
cols., 1988). Es destacable su importancia en los trastornos del estado de ánimo (Drevets y cols., 
2008). Las anomalías en el volumen de esta región cerebral (Costain y cols., 2010; Takahashi y 
cols., 2003), en el metabolismo (Haznedar y cols., 2004), en la conectividad (Wang y cols., 
2015) y en la expresión de genes de astrocitos (Katsel y cols., 2011), entre otras, se han 
relacionado, además, en numerosas ocasiones con la patofisiología de la esquizofrenia. Por estas 
razones, el análisis de los genes diferentemente expresados en esquizofrenia en esta región 
cerebral es de gran relevancia para el estudio de la regulación de la expresión en el contexto de 
la esquizofrenia y otras enfermedades del neurodesarrollo relacionadas.  
 Una de las grandes ventajas de las tecnologías de ultrasecuenciación ha sido su 
aplicación a los estudios de expresión, donde la técnica de RNA-seq representa una notable 
mejoría frente a sus predecesoras de microarrays (apartado 1.3.2). La abundancia del tránscrito 
es directamente proporcional al número de lecturas de secuenciación que se mapean, dando 
como resultado tasas menores de falsos negativos y falsos positivos, además de un mayor rango 
lineal de detección (Mortazavi y cols., 2008; Wilhelm y cols., 2008). 
 Por otro lado, mediante las tecnologías de ultrasecuenciación se ha permitido el estudio 
del exoma en esquizofrenia en profundidad (Fromer y cols., 2014; Purcell y cols., 2014), lo que 
ha llevado al conocimiento de grupos de genes implicados en la etiología de la enfermedad, 
como aquellos relativos a los procesos sinápticos, y posiciones de relevancia para la regulación 
post transcripcional, como sitios de unión de la proteína FMRP (Fromer y cols., 2014; Purcell y 
cols., 2014) o de microRNA (Warnica y cols., 2015). Sin embargo, son menores los estudios 
que han aplicado la tecnología de ultrasecuenciación para la detección de variación genética en 
ARN de tejido específicamente relevante en esquizofrenia, lo que permite conocer las variantes 
genéticas presentes en genes expresados en esos tejidos. Teniendo en cuenta las numerosas 
evidencias y mayor relevancia que están adquiriendo los mecanismos de regulación post-
transcripcional en la etiología de las enfermedades psiquiátricas, el estudio de la variación 




observadas en los genes analizados representa una estrategia muy potente para el análisis in situ 
del efecto de las variantes genéticas en el transcriptoma de cerebro en esquizofrenia, algo 
posible gracias al desarrollo de la tecnología de RNA-seq. 
 El análisis de la coexpresión  de los distintos genes en cerebro a lo largo del desarrollo 
refleja una muy clara relación con los principales tipos celulares como neuronas, 
oligodendrocitos, astrocitos o microglia, por lo que el estudio de los datos de expresión en 
comparación con los patrones de coexpresión en cerebro es una alternativa muy potente al 
estudio agnóstico de expresión sin hipótesis previas. 
 Uno de las mayores dificultades, sin embargo, de los estudios del transcriptoma  en 
esquizofrenia es que la mayoría de los pacientes toman medicamentos antipsicóticos a lo largo 
de su vida, lo que puede alterar el patrón de expresión génica en enfermos (Crespo-Facorro y 
cols, 2015), al igual que sucede con el alcohol u otras substancias de abuso (Liu y cols., 2006a; 
Torres y Horowitz, 1999). Por ello, es importante el desarrollo de estrategias que permitan 
eliminar la influencia de estos factores para poder evaluar las diferencias de expresión entre 
ambos grupos. 
En este sentido, en el presente trabajo se analizaron comparativamente los 
transcriptomas de giro cingulado en muestras post mortem bien caracterizadas de individuos 
esquizofrénicos y controles, siguiendo una estrategia dirigida a la comparación con módulos 
de genes coexpresados en cerebro. Se estableció, en el mismo, un análisis en paralelo de la 
expresión génica en el tejido bajo estudio, teniendo en cuenta la dependencia con las posibles 
variables condicionantes como la medicación administrada, y un análisis de las variantes en 
aquellos genes consistentemente expresados en el total de los individuos analizados (en los 
genes más representados en las muestras de cerebro). Finalmente, se estudió la posible 
conexión entre las variantes presentes en los genes expresados y los cambios en los niveles de 
expresión génica de los mismos. Mediante el análisis de la relación entre la distribución de 
variantes en las diferentes categorías de genes presentes en el transcriptoma cerebral, el 
presente estudio ha permitido identificar genes candidatos que podrían ofrecer nuevas e 
importantes ideas en relación al riesgo subyacente al desarrollo de la esquizofrenia por 
cambios en la expresión génica. 
 
IV. 2.   Estudio de expresión en giro cingulado en esquizofrenia 
 En el presente trabajo, en primer lugar, se analizó la expresión génica a partir de 
muestras de ARN post mortem de giro cingulado de 31 casos esquizofrénicos y 26 controles 





Figura 4. 13. Procedimiento de análisis en el estudio de la expresión diferencial en esquizofrenia, y estrategias 
para la interpretación de las diferencias de expresión mediante GSEA y CSEA. 
 
 
IV.2.1.   Análisis de genes con expresión detectable 
 A partir de la base de datos de Gencode v.19 comprehensive, se definieron 48099 loci 
no solapantes en los cuales se estudió la expresión en giro cingulado de pacientes 
esquizofrénicos y controles sanos. 22386 de los 48099 loci se hallaron por encima de los valores 




 Dada la menor expresión de los genes no codificantes frente a los que sí lo son, tal y 
como se describió a lo largo del proyecto ENCODE  (Djebali y cols. 2012), se estudió la 
naturaleza de aquellos que se encontraban expresados de forma inequívoca en las muestras de 
cerebro analizadas (tabla 4.8). 
 En coherencia con los resultados de ENCODE, los genes con expresión detectable se 
encuentran enriquecidos en aquellos codificantes de proteínas en comparación con el total de 
loci analizados (60,1% frente a 36,8 %, valor P de la prueba χ
2 
de Pearson ≈ 0). No obstante, 
8935 genes no codificantes también se encontraron expresados de forma consistente en las 
muestras analizadas, lo que revela la importancia de éstos en la naturaleza del transcriptoma 
cerebral. 
 
Tabla 4. 8. Naturaleza de los genes expresados en giro cingulado en el presente estudio. En la tabla se representa 
el número de loci que son genes codificantes o contienen al menos algún gen codificante de todos los loci analizados 
o de aquellos con expresión detectable. 
 
N loci loci codificantes loci no codificantes 
Todos los genes 48099 17692 (36,8%) 30407 
Exp. detectable (RPKM > 0,3) 22386 13451 (60,1 %) 8935 
 
 
IV.2.2.   Estudio de correlación con medicación antipsicótica 
 Dada la influencia demostrada de la medicación a lo largo de la vida en la expresión 
génica (Crespo-Facorro y cols, 2015), se utilizaron los valores P corregidos (BY-p) de las 
correlaciones de Pearson calculadas entre los niveles de expresión génica para cada uno de los 
22386 loci expresados y la dosis de medicación a lo largo de la vida de los individuos cuyas 
muestras se utilizan en este trabajo (métodos). En base a estas correlaciones, los loci expresados 
en cerebro se subdividieron en 3 grupos que se analizarán comparativamente a lo largo del 
presente trabajo: 
 Todos los genes con expresión detectable (22386 loci con RPKM > 0,3) 
 Genes no correlacionados con la medicación a lo largo de la vida (2104 loci con valores 
P de las correlaciones de Pearson corregidos BY-p > 0,05) 
 Genes fuertemente correlacionados con la medicación a lo largo de la vida (18854 loci 
con valores P de las correlaciones de Pearson corregidos BY-p <5x10
-5
), de los cuales 







Tabla 4. 9. Naturaleza de los genes correlacionados y no correlacionados con la medicación antipsicótica a lo 
largo de la vida. En la tabla se representa el número de loci que son genes codificantes o contienen al menos algún 
gen codificante de todos los loci analizados o de aquellos con expresión detectable. 
Correlación con medicación N loci loci codificantes loci no codificantes % loci codificantes 
No correlacionados 2104 1295 809 61,5% 
Directamente correlacionados 10417 6206 4211 59,5% 
Inversamente correlacionados 8437 5060 3377 59,9% 
Todos los genes (exp. detectable) 22386 13451 8935 60,1% 
 
 Tal y como se describe en la tabla 4.9, existe una proporción similar de genes de 
naturaleza no codificante en aquellos no correlacionados y los que sí los están, tanto de forma 
inversa como directa, con la medicación a lo largo de la vida de los individuos analizados. 
 
IV.2.3. Estudio de enriquecimiento de los datos de expresión en grupos de genes mediante 
GSEA. 
IV.2.3.1. Análisis de enriquecimiento en módulos de coexpresión en esquizofrenia 
Para la interpretación biológica de las diferencias de expresión observadas entre casos 
afectos y controles sanos, se exploró la relación entre los genes transcritos en giro cingulado en 
nuestro estudio y módulos de coexpresión espaciotemporales descritos anteriormente en cerebro 
humano (Hawrylycz y cols., 2012; Miller y cols., 2014). Para ello, mediante la herramienta 
GSEA (del inglés Gene Set Enrichment Analysis) (Subramanian y cols., 2005) se estudió la 
relación entre las diferencias de expresión en casos y controles en el conjunto de genes con 
expresión detectable (22386 loci) y, por un lado, 13 grupos o módulos de genes coexpresados en 
cerebro a lo largo de la vida (Hawrylycz y cols., 2012) y, por otro, 42 módulos de coexpresión 
en transcriptoma prenatal (Miller y cols., 2014). 
Por lo tanto, teniendo en cuenta la naturaleza de la esquizofrenia como trastorno del 
neurodesarrollo (Najas-García y cols, 2014, Rapoport y cols, 2012), se probó el enriquecimiento 
de los módulos señalados en los datos de expresión de todos los genes con expresión detectable 
(N = 22386 loci), sólo los genes no correlacionados con medicación (N = 2104 loci) y genes 
fuertemente correlacionados con la medicación (N = 18854 loci). 
Se analizó la significación del enriquecimiento en estos tres conjuntos (figura 4.14, 
ANEXOVI-VII) y los niveles de enriquecimiento normalizado (NES) en cada caso. El módulo 
M2 (Hawrylycz y cols, 2012), compuesto por genes expresados principalmente en neuronas, se 
halló subexpresado en las muestras de esquizofrenia a través de los tres conjuntos de datos 




de medicación a lo largo de la vida. Este hecho revela que los resultados no se deben 
principalmente a efectos de la medicación (N = 389 genes, NES = -1,79, FRD-q = 0,02). El 
módulo M2 se encuentra fuertemente relacionado con funciones de estrés oxidativo y 
enriquecido en proteínas de mitocondria. 
 
Figura 4. 14. Resultados del análisis mediante GSEA del enriquecimiento de módulos de coexpresión en genes 
expresados (RPKM > 0,3). En la figura se representa el valor de enriquecimiento normalizado (NES), ordenado de 
menor a mayor (de izquierda a derecha), de los módulos de coexpresión (Hawrylycz y cols., 2012; Miller y cols., 
2014) en los datos de expresión de la totalidad de los genes (22386), de genes fuertemente correlacionados (15854) y 
de genes no correlacionados con la medicación (2104). Los módulos estadísticamente significativos tras correcciones 
múltiples (FDR-q) están marcados con un asterisco *. Los valores de enriquecimiento y valores p en cada caso se 
encuentran descritos en ANEXO VI-VII. Las gráficas de enriquecimiento de GSEA se muestran en ANEXO X-XI. 
 
 
El módulo M1 (Hawrylycz y cols., 2012), otro módulo de expresión característico de 





probado en los datos de expresión de genes no correlacionados debido a que menos de 10 genes 
de este módulo solapaban con el conjunto de genes no correlacionados con la medicación, y 
fueron filtrados (métodos, figura 4.14). Sin embargo, fue significativo en el total de genes (N = 
84 genes, NES = - 1,85, FRD-q = 0,01). 
Por otro lado, el módulo de coexpresión M10 (Hawrylycz y cols., 2012), compuesto 
principalmente por genes característicos de astrocitos, se encontró consistentemente 
sobreexpresado en las muestras de esquizofrenia a través de los tres grupos de genes estudiados, 
siendo significativo incluso en aquellos genes independientes de la medicación (N = 28 genes, 
NES = 1,72, FRD-q = 0,05; figura 4.14). 
Además, en el análisis de los módulos de coexpresión en cerebro prenatal (Miller y 
cols., 2014), tres de ellos (C36, C37 y C38), enriquecidos también en genes de astrocitos, fueron 
los módulos más sobreexpresados en las muestras de esquizofrenia (figura 4.14). Uno de ellos, 
el módulo C38, compuesto mayoritariamente por genes cuya expresión se reduce notablemente 
con la edad y relacionados con los procesos de replicación, ciclo celular, proliferación celular y 
ensamblaje de la cromatina, entre otros, así como enriquecido en proteínas de la densidad 
postsináptica, presentó un enriquecimiento estadísticamente significativo en los datos de 
expresión de genes no correlacionados con la medicación (N = 37 genes, NES = 1,9, FRD-q = 
0,007), siendo el único de los módulos de Miller y cols en presentar significación.  
 
IV.2.3.2. Análisis de enriquecimiento en genes específicos de tipo celular 
Los módulos sobreexpresados, M10 y C38, y subexpresados en esquizofrenia, M1 y 
M2, se encuentran enriquecidos en genes específicos de astrocitos y genes neuronales, 
respectivamente (figura 4.14). Para consolidar esta asociación, se estudió, mediante GSEA, el 
enriquecimiento de genes específicos de tipo celular cerebral concreto. Para ello se emplearon 
grupos de genes característicos de tipos celulares específicos de estudios previos de microarrays 
(Cahoy y cols., 2008) y de RNA-seq (Zhang y cols., 2014a). De forma coherente con lo 
reportado en el análisis de los módulos, el análisis de GSEA para tipo celular reveló una 
sobreexpresión significativa de aquellos genes característicos de astrocitos y una subexpresión 
de genes neuronales, con o sin tener en cuenta la correlación con la medicación (figura 4.15; 
ANEXOVIII-IX).  
En los datos de expresión de genes no correlacionados, igualmente, se encontró una 
regulación al alza de los genes de astrocitos descritos tanto en el estudio de Cahoy y cols. 




NES=1,85; FDR-q=0,008) y, de forma opuesta, se halló una subexpresión estadísticamente 
significativa de los genes característicos de neuronas descritos tanto en el estudio de Cahoy y 
cols. (N=133 genes; NES=-1,63; FDR-q=0,029) como en el de Miller y cols. (N=45 genes; 
NES=-1,76; FDR-q=0,024) (figura 4.15). En ningún caso se encontró enriquecimiento 
significativo en genes de oligodendrocitos ni microglía, pudiendo restringirse esta expresión 
diferencial a los tipos celulares de neuronas y de astrocitos. 
 
Figura 4. 15. Resultados del análisis mediante GSEA del enriquecimiento de tipo celular específico en genes 
expresados (RPKM > 0,3). En la figura se representa el valor de enriquecimiento normalizado (NES), ordenado de 
menor a mayor (de izquierda a derecha), de los tipos celulares (Cahoy y cols., 2008; Zhang y cols., 2014a) en los 
datos de expresión de la totalidad de los genes (22386), de genes fuertemente correlacionados (15854) y de genes no 
correlacionados con la medicación (2104). Los tipos celulares significativamente enriquecidos (FDR-q) se encuentran 
marcados con un asterisco *. Mielyn. OLG = Oligodendrocito mielinizante; Newly Formed OLG = Oligodendrocito 
recién formado; OLG PC = Célula precursora de oligodendrocitos. Los valores de enriquecimiento y valores p, así 








IV.2.3.3. Análisis de enriquecimiento en genes relacionados con la sinapsis 
 Dada la demostrada relación de la sinapsis en el desarrollo y patología de la 
esquizofrenia (Mirnics y cols., 2001; Owen y cols., 2005b), se estudió el enriquecimiento de los 
cuatro grupos de genes sinápticos (densidad postsináptica, vesículas sinápticas, densidad 
presináptica y zona activa presináptica) descritos en la base de datos de SynaptomeDB 
(Pirooznia y cols., 2012), a lo largo de los 3 grupos de genes descritos previamente (figura 
4.16). Los cuatro conjuntos de genes sinápticos se hallaron claramente subexpresados en 
esquizofrenia (en todos ellos NES <- 1,5), y, particularmente, los genes de la zona activa 
presináptica se encontraron significativamente subexpresados en esquizofrenia incluso en los 
datos de expresión de genes no correlacionados con la medicación (N=24 genes; NES=-1,78; 
FDR-q=0.003). A raíz de estos resultados, se puede inferir que, pese a que los genes del módulo 
C38 se encuentran enriquecidos en proteínas de la densidad postsináptica, los genes implicados 
en procesos sinápticos presentan una mayoritaria subexpresión en esquizofrenia, de igual modo 
que lo estaban los genes de módulos característicos de la expresión neuronal. Sin embargo, es 
precisamente en el grupo de densidad postsináptica donde no existe significación en el 
enriquecimiento, que se puede explicar por la presencia de un pequeño grupo de genes 
altamente sobreexpresados y enriquecido en genes del módulo C38 (ANEXO IX, apartado 
5.4) 
La coincidente subexpresión en los genes característicos de neuronas y aquellos 
implicados en procesos de sinapsis tiene sentido en tanto que éstos últimos, pese a no ser 
privativos del tipo celular neuronal, están enriquecidos en mayor medida en genes propios de 
neuronas en comparación con los de astrocitos, que es la especie celular cuyos genes se hallaron 
sobreexpresados en las muestras analizadas (figuras 4.14-4.15). 154 genes de los 678 
neuronales son propios de procesos de sinapsis mientras que 74 de un total de 479 en el caso de 
los de astrocitos (valor P de la prueba exacta de Fisher de dos colas = 0.0021) (tabla 4.10). 
 Sin embargo, dado el mayor número de genes de densidad postsináptica en comparación 
con el resto, existen hasta 67 genes propios de astrocitos (más que en cualquier otra categoría), 
por lo que la naturaleza de este grupo de genes, comúnmente asociados con el desarrollo de la 
esquizofrenia (Kirov y cols., 2012; Purcell y cols., 2014), podría ser particularmente 







Figura 4. 16. Resultados del análisis mediante GSEA del enriquecimiento de genes de sinapsis en los datos de  
expresión (RPKM> 0,3). En la figura se representa el valor de enriquecimiento normalizado (NES) de los 4 grupos 
de genes sinápticos de la base de datos de SynaptomeDB (de izda. a derecha: vesículas sinápticas, zona activa 
presináptica, densidad presináptica y densidad postsináptica) en los datos de la totalidad de los genes expresados 
(22386), genes fuertemente correlacionados (15854) y genes no correlacionados con la medicación (2104). Los 




Tabla 4. 10. Enriquecimiento de genes de sinapsis en aquellos característicos de neuronas y astrocitos. Se 
analizó el solapamiento entre genes enriquecidos en el tipo celular (Astrocitos, N = 479; neuronas, N = 678) descritos 
previamente (Zhang y cols., 2014a) en aquellos de cada uno de los grupos de genes de sinapsis descritos en 
SynaptomeDB (Pirooznia y cols., 2012). Los valores de significación se calcularon con la comparación de 
proporciones de estos solapamientos con el total de genes del tipo celular mediante test exacto de Fisher de dos colas. 
Tipo celular 
(Zhang y cols., 2014a) 










336 1755 209 107 1887 
Neuronas ( 678) 34 142 38 21 154 
% 10,10% 8,10% 18,20% 19,60% 8,20% 
Astrocitos ( 479) 17 67 10 0 74 
% 5,10% 3,80% 4,80% 0,00% 3,90% 
valor P (Fisher 2-
colas) 
0,248 0,0025 0,0027 0,000015 0,0021 
 
 
IV. 3. Genes diferentemente expresados (DE) en giro cingulado en esquizofrenia.  
 
V.3.1. Descripción de los genes DE en esquizofrenia 
 Un total de 1876 loci, de los 22386 con expresión detectable (RPKM > 0,3), se hallaron  





análisis de expresión diferencial entre casos y controles en los software utilizados (FDR-p < 
0,05 en EdgeR y DESeq). 1133 de los 1876 genes DE (60,4%) en esquizofrenia y los 743 
restantes (39,6%) se encontraron sobreexpresados y  subexpresados en las muestras cerebrales 
de casos respecto a controles, respectivamente. En la tabla 4.11 se recoge el número de loci DE 
resultantes al aumentar los requisitos de significación (de valores P de 0,05 a 5x10
-4
) a través 
del total de genes DE (1876 loci), genes fuertemente correlacionados con la medicación (1585 
loci) y genes no correlacionados con la medicación (174 loci). 
 
Tabla 4. 11. Número de loci, de los 22386 con expresión detectable (RPKM > 0,3), que se encuentran DE en 
casos y controles. Éstos datos se obtienen teniendo en cuenta la totalidad de los mismos o únicamente aquellos 
fuertemente correlacionados con la medicación (BY-p < 5 x 10-5) o independientes de ella (BY-p > 0,05). Varios 
niveles de significación para los genes DE en ambos software utilizados (EdgeR y DEseq) son considerados: 0,05, 
0,01, 0,005 y 0,0005. 
 
Todos los genes DE 
Genes DE no correlacionados 
con medicación (BY-p > 0,05) 
Genes DE fuertemente correlacionados 

















0,05 1876 743 1133 60% 174 79 95 55% 1585 605 980 66% 
0,01 854 327 527 61% 76 35 41 54% 729 268 461 63% 
0,005 603 231 372 62% 64 27 37 58% 507 189 318 63% 
0,0005 171 70 101 59% 12 4 8 67% 150 60 90 60% 
 
 
Una mayoría de genes DE presenta una expresión génica correlacionada con la 
medicación. Excluyendo los genes DE, existe un total de 17269 y 1930 loci fuertemente 
correlacionados (BY-p < 5x10
-5
) y loci no correlacionados (BY-p > 0,05) con la medicación, 
respectivamente, lo que representa una proporción similar de genes afectados por la medicación 
a lo largo de la vida, bien sea en el total de genes no DE con expresión detectable (20510 loci) o 
en el conjunto de genes DE (valor P de la prueba χ
2
 de Pearson - Yates= 0,766). 
 
Tabla 4. 12. Naturaleza de los genes correlacionados y no correlacionados con la medicación antipsicótica a lo 
largo de la vida. En la tabla se representa el número de loci que son genes codificantes o contienen al menos algún 
gen codificante de todos los loci analizados o de aquellos con expresión detectable. 
Correlación con medicación N loci loci codificantes loci no codificantes % loci codificantes 
DE no correlacionados 174 148 26 85,06% 
DE Directamente correlacionados 815 688 127 84,42% 
DE Inversamente correlacionados 770 654 116 84,94% 





 Del mismo modo, tal y como ocurría en el caso del total de genes expresados (tabla 
4.9), la naturaleza codificante de los genes DE es homogénea a lo largo de los genes 
correlacionados y no correlacionados con la medicación (tabla 4.12). Sin embargo, sí que existe 
una mayor proporción de genes codificantes en aquellos loci DE respecto a los 20510 que no lo 
son (84,5% frente a 58,9%; valor P de la prueba χ
2
 de Pearson ≈ 0). En cualquier caso,  un total 
de 291 loci DE en este  estudio son de naturaleza no codificante. 
El análisis del top 15 de genes DE más significativos (tabla 4.13) reveló muchos 
previamente implicados en la etiología de la esquizofrenia (apartado 5.4).  Del mismo modo, se 
analizó el top 15 de genes DE más significativos dentro de los no correlacionados con la 
medicación (tabla 4.14), hallando genes igualmente implicados en la patología de la 
enfermedad. En ambos casos, el total de genes descritos fueron codificantes. Cabe destacar la 
presencia, en tercer lugar del gen de la internexina INA, uno de los genes asociados 
consistentemente en los últimos estudio de GWAS en esquizofrenia (Ripke y cols., 2013a; 
Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). 
 
Tabla 4. 13. Lista de los 15 genes con diferencias de expresión más significativas entre casos y controles. En la 
tabla se describe la expresión media en RPKM de casos (SCZ) y controles (CO), el P valor corregido del programa 
DESeq y el P valor corregido del estudio de correlación con medicación 
GENCODE v19 loci Exp (SCZ) Exp (CO) P-adj  (DESeq) P-BY  (Correlación) 
NEUROD6 58,74 93,10 7,35 x 10
-8 3,51x  10-56 
PVALB 12,42 27,60 8,47 x 10
-8 1,20x  10-89 
TAC1 19,89 33,43 1,76 x 10
-6 3,18x  10-118 
STK17B 13,70 7,36 2,97  x 10
-6 1,55x  10-17 
PTTG1IP 120,24 82,21 3,19  x 10
-6 5,82x  10-68 
UQCRH 189,49 250,31 4,50 x 10
-6 1,66x  10-29 
NDUFA4 246,90 336,78 4,50 x 10
-6 4,35x  10-81 
KCNK1 101,35 143,49 7,39 x 10
-6 1,96x  10-136 
SMTN 31,78 19,42 7,39 x 10
-6 2,43x  10-28 
RCAN2 296,23 428,53 7,39 x 10
-6 6,93x  10-146 
TIMM17A 69,88 104,21 9,79 x 10
-6 1,69x  10-89 
SEMA4B 74,64 44,99 1,35 x 10
-5 3,90x  10-49 
RASL12 20,46 11,23 1,35 x 10
-5 1,56x  10-83 
ALDH1L1 101,38 46,20 1,35 x 10
-5 1,03x  10-120 
GAD2 111,28 166,73 1,62 x 10









Tabla 4. 14. Lista de los 15 genes no correlacionados con medicación con diferencias de expresión más 
significativas entre casos y controles. En la tabla se describe la expresión media en RPKM de casos (SCZ) y 
controles (CO), el P valor corregido del programa  DESeq y el P valor corregido del estudio de correlación. 
GENCODE v19 loci Exp (SCZ) Exp (CO) P-adj  (DESeq) P-BY  (Correlación) 
NHP2L1 206,81 267,60 7,26 x 10
-5 0,08 
PAX6 54,88 36,04 8,98 x 10
-5 1 
INA 246,58 346,96 9,31 x 10
-5 0,16 
KIF19 17,46 5,37 1,5 x 10
-4 1 
CSPG4 37,01 25,23 1,35 x 10
-4 1 
C10orf105 6,45 2,98 1,49 x 10
-4 1 
ATP1B1 1138,48 1528,17 1,64 x 10
-4 1 
RALGAPA2 63,83 47,42 1,71 x 10
-4 1 
PIEZO1 41,33 30,58 1,76 x 10
-4 0,21 
PSAT1 112,71 72,76 1,99 x 10
-4 1 
TGIF1 8,68 5,16 2,51 x 10
-4 0,20 
CPLX2 764,43 1009,55 4,85 x 10
-4 0,54 
ENTPD2 13,92 7,42 5,19 x 10
-4 0,14 
UGP2 241,96 314,95 5,45 x 10
-4 0,41 




IV.3.2. Expresión relativa de genes DE subexpresados y sobreexpresados en esquizofrenia 
 A fin de comprender la naturaleza de los genes sobreexpresados y subexpresados en 
esquizofrenia, se compararon los niveles medios de expresión de ambos conjuntos de 1133 y 
743 loci, respectivamente, en el total de 57 muestras analizadas de casos y controles. 
 Este análisis demostró que los genes DE sobreexpresados en esquizofrenia, con 
independencia de la influencia de la medicación antipsicótica en las diferencias entre casos y 
controles, presentan unos niveles de expresión marcadamente reducidos en el presente estudio 
(74,15 ± 152,83 en todos los genes DE sobreexpresados; 77,10 ± 113,53 en los genes DE 
sobreexpresados no correlacionados con la medicación) en comparación con los genes DE 
subexpresados (250,65 ± 377,86 en todos los genes DE subexpresados; 274,08 ± 322,06 en los 
genes DE subexpresados no correlacionados con la medicación) (figura 4.17) 
  
IV.3.3. Enriquecimiento de genes DE en tipos celulares y tejidos específicos durante el 
desarrollo 
 Con el fin de profundizar en los resultados anteriores de GSEA relativos a la 
subexpresión y sobreexpresión de genes de neuronas y astrocitos, respectivamente, se realizó un 




celulares cerebrales y de los distintos tejidos durante varias etapas del neurodesarrollo (figura 
4.13). Para ello, se empleó la herramienta CSEA (del inglés, Cell-type Specific Enrichment 
Analysis) diseñada mediante análisis de datos RNA-seq de BrainSpan (Xu y cols., 2014) y de 
libre disposición online, con la que se estudió el enriquecimiento de las listas de genes DE en 
los diferentes tipos celulares y regiones cerebrales a través del desarrollo en varios niveles de 
especificidad (psi, del inglés probability specificity index) (Dougherty y cols., 2010).  
 
Figura 4. 17. Expresión media de genes sobreexpresados y subexpresados en esquizofrenia. A) Comparación 
entre todos los genes DE; B) Comparación entre genes DE no correlacionados con la medicación. Entre paréntesis se 
indica el número de loci en cada caso. 
 
 
 Se exploró el enriquecimiento espacio-temporal de la totalidad de los genes DE (1876 
loci) y en los genes DE no correlacionados con la medicación (174 loci). Además, dado que el 
estudio mediante GSEA describió una funcionalidad muy diferenciada de los genes regulados al 
alza y a la baja en esquizofrenia en el presente estudio, se realizaron las pruebas por separado en 





DE (1133 loci sobreexpresados, 743 subexpresados) y por otro, los genes DE no 
correlacionados con medicación (95 loci sobreexpresados, 79 subexpresados). 
  
IV.3.3.1. Análisis de enriquecimiento en tipos celulares cerebrales 
 Los análisis de CSEA para tipo celular confirmaron los resultados anteriores de GSEA 
pero en un escenario más detallado, donde los genes característicos de neuronas aparecieron 
subexpresados (figura 4.20; ANEXOXXIV) y los genes propios de células gliales, 
especialmente astrocitos, sobreexpresados (figura 4.18; ANEXOXX). Mediante este análisis, 
se confirma la clara separación funcional que existe entre el grupo de genes subexpresados y el 
de sobreexpresados. En el primer caso, las neuronas Pnoc+, Ntsr+ (Neuronas de la capa 5b) y  
Glt25d2 (Neuronas de la capa 6) son las que más afectadas se encuentran; mientras que la 
especificidad de la sobreexpresión es más pronunciada y afecta principalmente a astrocitos 
corticales en todos los niveles de especificidad descritos y, en general, a todas las células gliales 
(ANEXO XII) 
 Al considerar exclusivamente los genes no correlacionados con la medicación, aquellos 
sobreexpresados (95 loci) se encontraban significativamente enriquecidos en genes de astrocitos 
corticales (FDR-q = 8,01 x 10
-4
 en el umbral pSI <0,01) y  en menor medida, en glía de 
Bergman y oligodendrocitos de cerebelo (FDR-q = 0,007 en el umbral pSI 0,05) y astrocitos de 
cerebelo (FDR-q= 0,035 en el umbral pSI 0,05). Estos análisis de CSEA demuestran, incluso en 
un número reducido de genes, que los cambios de expresión observados en estos tipos celulares 
son una consecuencia propia de la enfermedad e independiente de la medicación administrada 
(figura 4.19).  
 Por otro lado, sin embargo, ningún tipo celular se encuentra enriquecido en genes DE 
subexpresados no correlacionados con la medicación (figura 4.21). Es necesario señalar, no 
obstante, que tan solo 79 loci DE se hallaron subexpresados, lo cual reduce la potencia 
estadística considerablemente respecto al análisis en GSEA, qu8e sí reveló una subexpresión 




Figura 4. 18. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en tipo celular de los genes DE sobreexpresados en 
esquizofrenia. En la figurase muestran los valores de enriquecimiento en los umbrales de especificidad (pSI) para los 
852 genes presentes en la base de datos de BrainSpan pertenecientes a los 1133 loci sobreexpresados. En el 
ANEXOXX se encuentran todos los valores de significación para cada uno de los casos analizados y en todos los 
tipos celulares considerados. 
 
 
Figura 4. 19. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en tipo celular de los genes DE sobreexpresados en 
esquizofrenia y no correlacionados con la medicación. En la figura se muestran los valores de enriquecimiento en 
los umbrales de especificidad (pSI) para los 71 genes presentes en la base de datos de BrainSpan pertenecientes a los 
95loci sobreexpresados. En el ANEXOXX se encuentran todos los valores de significación para cada uno de los 






Figura 4. 20. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en tipo celular de los genes DE subexpresados en 
esquizofrenia. En la figura se muestran los valores de enriquecimiento en los umbrales de especificidad (pSI) para 
los 556 genes presentes en la base de datos de BrainSpan pertenecientes a los 743 loci subexpresados. En el 
ANEXOXXIV se encuentran todos los valores de significación para cada uno de los casos analizados y en todos los 
tipos celulares considerados. 
 
 
Figura 4. 21. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en tipo celular de los genes DE subexpresados en 
esquizofrenia y no correlacionados con la medicación. En la figura se muestran los valores de enriquecimiento en 
los umbrales de especificidad (pSI) para los 61 genes presentes en la base de datos de BrainSpan pertenecientes a los 
79 loci subexpresados. En el ANEXOXXIV se encuentran todos los valores de significación para cada uno de los 





IV.3.3.2. Análisis de enriquecimiento en áreas cerebrales durante el desarrollo 
 Respecto al estudio de áreas cerebrales durante el desarrollo, el análisis de CSEA reveló 
que la influencia de la medicación es muy relevante en la alteración de los niveles de expresión 
de genes característicos de las diferentes etapas del neurodesarrollo (figuras 4.22 -4.24), 
haciendo muy complicada su interpretación. 
 En líneas generales, se observa una tendencia a la sobreexpresión de los genes 
específicos de las áreas cerebrales analizadas en las etapas tempranas del desarrollo, 
particularmente importante en el caso del cerebelo (figura 4.22; ANEXO XXXII), mientras 
que se observa una tendencia a la subexpresión de los genes específicos de etapas tardías del 
desarrollo, principalmente en córtex y tálamo (figura 4.24; ANEXO XXXVI). 
 Sin embargo, también se demostró el enriquecimiento independiente de la medicación 
de los genes DE en regiones concretas durante el desarrollo, (figuras 4.23 y 4.25). Los genes 
subexpresados en esquizofrenia se hallaron particularmente enriquecidos en aquellos 
característicos del tálamo durante la infancia media (FDR-q = 0,008 en el umbral pSI 0,05) y 
tardía (FDR-q = 0,008 en el umbral pSI 0,05), del hipocampo durante la niñez  media (FDR-q = 
0,008 en el umbral pSI 0,05) y de la corteza en edad adulta (FDR-q = 0.008 en el umbral pSI 
0,05). Por contrapartida, los genes sobreexpresados en esquizofrenia se encontraron 
enriquecidos en aquellos específicos de hipocampo durante la etapa fetal temprana (FDR-q = 
0,018 en el umbral pSI 0,05) e infancia temprana (FDR-q = 7,56 x 10
-7
 en el umbral pSI 0,05). 
La mayor significación se encontró en genes expresados específicamente en hipocampo durante 
la infancia temprana, que se vieron altamente enriquecidos incluso cuando se consideraron 
todos los genes DE no correlacionados (ANEXOXXVIII; FDR-q = 1,53 x 10
-4








Figura 4. 22. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en región cerebral durante el desarrollo de los genes 
DE sobreexpresados en esquizofrenia. En la figura se muestran los valores de enriquecimiento en los umbrales de 
especificidad (pSI) para los 959 genes presentes en la base de datos de BrainSpan pertenecientes a los 1133 loci 
sobreexpresados. En el ANEXOXXXII se encuentran todos los valores de significación para cada uno de los casos 
analizados y en todas las regiones consideradas. 
 
 
Figura 4. 23. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en región cerebral durante el desarrollo de los genes 
DE sobreexpresados en esquizofrenia y no correlacionados con la medicación. En la figura se muestran los 
valores de enriquecimiento en los umbrales de especificidad (pSI) para los 86 genes presentes en la base de datos de 
BrainSpan pertenecientes a los 95 loci sobreexpresados. En el ANEXOXXXII se encuentran todos los valores de 





Figura 4. 24. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en región cerebral durante el desarrollo de los genes 
DE subexpresados en esquizofrenia. En la figura se muestran los valores de enriquecimiento en los umbrales de 
especificidad (pSI) para los 625 genes presentes en la base de datos de BrainSpan pertenecientes a los 743 loci 
subexpresados. En el ANEXOXXXVI se encuentran todos los valores de significación para cada uno de los casos 
analizados y en todas las regiones consideradas. 
 
 
Figura 4. 25. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en región cerebral durante el desarrollo de los genes 
DE subexpresados  en esquizofrenia y no correlacionados con la medicación. En la figura se muestran los valores 
de enriquecimiento en los umbrales de especificidad (pSI) para los 70 genes presentes en la base de datos de 
BrainSpan pertenecientes a los 79 loci subexpresados. En el ANEXOXXXVI se encuentran todos los valores de 






IV. 4.Análisis de variantes de genes altamente expresados en las muestras de ARN de giro 
cingulado. 
 
IV. 4. 1. Análisis descriptivo de las variantes detectadas y de los genes mutados. Los genes 
mutados se encuentran subexpresados en esquizofrenia. 
 
Figura 4. 26. Procedimiento de análisis de variantes raras de genes altamente expresados en 29 muestras de 






 Se exploró la variación genética rara (singletons no reportados o con frecuencia alélica 
< 0,01 en las bases de datos de ESP y de los 1000 genomas) a través de genes y posiciones 
genómicas expresadas de forma consistente (posiciones con DP > 10 en genes con niveles de 
expresión RPKM > 0,3) en todas las muestras de giro cingulado (figura 4.26). 
 
Figura 4. 27. Análisis en GSEA del enriquecimiento de módulos de coexpresión en genes expresados (RPKM > 
0,3) para 29 muestras de casos y 17 de controles sanos. En la figura se representa el valor de enriquecimiento 
normalizado (NES), ordenado de menor a mayor (de izquierda a derecha), de los módulos de coexpresión (Hawrylycz 
y cols., 2012; Miller y cols., 2014) en los datos de expresión de la totalidad de los genes (22386), de genes 
fuertemente correlacionados (15854) y de genes no correlacionados con la medicación (2104). Los módulos 
estadísticamente significativos tras correcciones múltiples (FDR-q) están marcados con un asterisco *. Los valores de 
enriquecimiento y valores p en cada caso se encuentran descritos en ANEXOXXXVII -XXXVIII. Las gráficas de 
enriquecimiento de GSEA se muestran en ANEXO XXXIX. 
 
 
Para este análisis, 2 muestras de casos y 9 controles fueron eliminadas debido a su baja 





expresión se repitieron en las 29 muestras de casos y 17 de controles utilizadas en el análisis de 
variantes, a fin de descartar que los resultados en el estudio de expresión fuesen producto de la 
presencia de estas muestras con coberturas marcadamente inferiores. La figura 4.27 demuestra 
que los enriquecimientos en módulos de expresión no solo mantienen la misma tendencia, sino 
que guardan significación tal y como hacían en la totalidad de las muestras.  
El análisis de variantes siguiendo el protocolo diseñado para tal efecto (métodos, figura 
4.26) concluyó en la detección de 803 SNV y 132 indels, raros y singletons, en los 
transcriptomas de 29 casos y 17 controles. El filtro posicional seleccionó 1,35 Mb con DP > 10 
en genes RPKM > 0,3, lo que constituye un 12% del total del transcriptoma cerebral (descrito 
por el Allen Brain Atlas, descargado desde el navegador de UCSC). En esos 1,35 Mb, el total de 
935 variantes detectadas afectaron a un total de 623 genes (genes mutados). 
Mediante GSEA, se estudió el perfil de expresión de todos los genes mutados (623), y 
de los genes únicamente mutados en casos (331) o en controles (185) a través de los datos de 
expresión previamente descritos (figura 4.28): todos los genes con expresión detectable (N = 
22386), genes fuertemente correlacionados con la medicación (N = 18854) y genes no 
correlacionados con la medicación (N = 2104). 
 
Figura 4. 28. Análisis en GSEA del enriquecimiento de genes mutados en genes expresados (RPKM > 0,3) para 
29 muestras de casos y 17 de controles sanos. En la figura se representa el valor de enriquecimiento normalizado 
(NES) del total de genes mutados (623), de los mutados exclusivamente en casos (331) y de los mutados 
exclusivamente en controles (185) en los datos de expresión de la totalidad de los genes (22386), de genes 
fuertemente correlacionados (15854) y de genes no correlacionados con la medicación (2104). Los módulos 
estadísticamente significativos tras correcciones múltiples (FDR-q) están marcados con un asterisco *. Los valores de 






Los genes subexpresados en esquizofrenia se hallaron enriquecidos en genes portadores 
de variantes, tanto en el conjunto de genes como incluso cuando se utiliza el conjunto de datos 
no correlacionados con la medicación, para todos los genes que portan mutaciones (N = 63 
genes; NES = -1,84; FDR q-val = 0,003), aquellos mutados solamente en los casos (N = 27 
genes; NES = -1,57; FDR-q = 0,039) o los genes mutados únicamente en controles (N = 25 
genes; NES = -1,9; FDR-q = 0,003). Curiosamente, sólo los genes únicamente mutados en casos 
están significativamente subexpresados al considerar el conjunto de genes fuertemente 
correlacionados con la medicación (N = 154 genes; NES = -1.65; FDR-q = 0,049), así como 
menos enriquecidos en aquellos no correlacionados (N = 27 genes; NES = -1.57; FDR-q = 
0,039). Estas observaciones podrían sugerir una mayor influencia de la medicación en la 
expresión de los genes mutados en esquizofrenia. No obstante, en general, estas observaciones 
preliminares describen un escenario en el que los genes consistentemente expresados que portan 
mutaciones raras están consistentemente regulados a la baja en las muestras de esquizofrenia. 
   
IV. 4. 2. Estudio de la variación genética en módulos subexpresados en esquizofrenia. 
Disrupción de genes implicados en el desarrollo cortical en casos de esquizofrenia.  
 A fin de estudiar la relación de la variación genética detectada con los datos de 
expresión en cerebro, se realizó un análisis de la primera en el contexto de los módulos 
subexpresados y sobreexpresados anteriormente estudiados cuyos resultados fuesen 
significativos. 
En un primer lugar, se estudió la presencia de variantes raras en genes mutados 
pertenecientes a módulos subexpresados en esquizofrenia estableciendo las categorías 
siguientes: 3 conjuntos de genes expresados pertenecientes a los módulos M1 y M2 (3728 loci 
expresados, 3028 loci fuertemente correlacionados con la medicación y 397 loci no 
correlacionados con la medicación) y 3 conjuntos de genes DE en esquizofrenia pertenecientes a 
los módulos M1 y M2 (459 loci DE, 373 loci fuertemente correlacionados con la medicación y 
48loci no correlacionados con la medicación). Se realizó un análisis del enriquecimiento de 
variantes genéticas y de genes mutados pertenecientes a módulos subexpresados en 
esquizofrenia en el total de genes mutados con expresión detectable (RPKM > 0,3) 
En coherencia con la anterior observación de que los genes DE subexpresados en 
esquizofrenia se encuentran altamente expresados en giro cingulado (figura 4.17) y de que los 
genes mutados se encuentran generalmente subexpresados en esquizofrenia (figura 4.28), el 
análisis de genes mutados de módulos subexpresados M1 y M2 demostró un fuerte 





expresados de forma consistente(variantes en posiciones con DP > 10 en todas las muestras de 
genes con RPKM > 0,3), así como en cada una de las categorías analizadas (tabla 4.15-A). 
 No obstante, no se encontró acumulación de variantes en casos frente a controles en 
cualquiera de los sets de genes estudiados (tabla 4.15-A).  
 
Tabla 4. 15. Análisis del enriquecimiento de variantes y de genes mutados pertenecientes a módulos 
subexpresados (A) y sobreexpresados (B) en esquizofrenia en el total de genes mutados con expresión 
detectable (RPKM > 0,3). En el caso del análisis de genes mutados se realizaron  pruebas χ2 de Pearson para el 
enriquecimiento de los genes mutados en cada categoría de subexpresados o sobreexpresados respecto al total de 
genes mutados con RPKM > 0,3. Para el análisis de variantes, se comparó la acumulación de variantes en casos 
(SCZ) y controles (CO) de cada categoría de genes mutados subexpresados o sobreexpresados respecto a las variantes 
en las mismas categorías de genes mutados con RPKM > 0,3 utilizando un test exacto de Fisher de dos colas. Los 
valores P de ambas pruebas se corrigieron por múltiples test mediante la estimación del FDR de Benjamini-Hochberg 
en los 10 test implementados en cada caso. 















Todos los genes (22386) 623   586 349 0,98   
No correlacionados (2104) 63 
 
54 43 0,74   
Correlacionados (18854) 518 
 
494 283 1,02   
Todos los genes DE (1876) 150 
 
141 90 0,92   
No correlacionados DE (174) 18 
 
15 10 0,88   
Correlacionados DE  (1585) 119   109 76 0,84   
A) Genes subexpresados (Módulos M1 y M2) 
Todos los genes (3728) 345 < 10 -15 (< 10 -15) 318 201 0,93 0,612 (0,921) 
No correlacionados (397) 36 3,2 x 10-15(6,4 x 10-15) 27 23 0,69 0,863 (0,983) 
Correlacionados (3028) 282 < 10 -15 (< 10 -15) 252 162 0,91 0,379 (0,758) 
Todos los genes DE (459) 99 < 10 -15 (< 10 -15) 95 62 0,90 0,885 (0,983) 
No correlacionados DE (48) 14 4,9 x 10-7(8,1 x 10-7) 11 8 0,81 1 (1) 
Correlacionados DE  (373) 75 < 10 -15 (< 10 -15) 68 50 0,80 0,645 (0,921) 
B) Genes sobreexpresados (Módulos M10 y C38) 
Todos los genes (591) 11 0,166 (0,184) 23 3 4,49 0,0063 (0,032) 
No correlacionados (57) - - - - - - 
Correlacionados (502) 11 0,435 (0,435) 23 3 4,49 0,0064 (0,032) 
Todos los genes DE (185) 6 0,012 (0,017) 11 3 2,15 0,258 (0,645) 
No correlacionados DE (17) - - - - - - 
Correlacionados DE  (160) 6 0,057(0,071) 11 3 2,15 0,161 (0,537) 
 
En segundo lugar, se propuso analizar a fondo la naturaleza de estas mutaciones en 
casos y controles en relación con los perfiles de expresión espaciotemporales. Para ello, y dada 




enriquecimiento espacio-temporal de los genes mutados en casos y en controles, 
exclusivamente, mediante CSEA, observándose que los genes mutados pertenecientes a los 
módulos subexpresados M1 y M2 (345 loci) se encontraban enriquecidos en genes de neuronas 
de proyección cortico-talámica Ntsr+ de la corteza cerebral, bien considerando sólo genes 
mutados en casos (N = 177 loci, FDR-q = 0,042 en el umbral pSI 0,05) o en controles (N = 107 
loci; FDRq-val = 0,013 en el umbral pSI 0,05) (ANEXOXXXXI-XXXXII). Esto refuerza la 
observación previa en este trabajo por la que genes mutados y expresados ubicuamente se hallan 
enriquecidos en neuronas, pero implicando específicamente al tipo Ntsr+, que se caracterizan 
por la presencia del receptor 1 del neuromodulador Neurotensina (NT), cuya densidad ya se vio 
reducida, anteriormente, en pacientes con esquizofrenia (Hamid y cols., 2002).  
 
Figura 4. 29. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en región cerebral durante el desarrollo de los genes 
mutados exclusivamente en casos y pertenecientes a módulos subexpresados en esquizofrenia. En la figura se 
muestran los valores de enriquecimiento en los umbrales de especificidad (pSI) para los 191 genes presentes en la 
base de datos de BrainSpan pertenecientes a los 177 loci mutados en casos de los módulos subexpresados en 
esquizofrenia M1 y M2. En el ANEXO XXXXIII se encuentran todos los valores de significación para cada uno de 
los casos analizados y en todas las regiones consideradas. 
 
  
Por otra parte, al probar el enriquecimiento de genes mutados a través de regiones del 





variantes presentes en genes únicamente mutados en individuos afectos se vieron acumuladas en 
genes corticales a través de diferentes etapas de desarrollo (figura 4.29): en infancia temprana 
(FDR-q= 2,58 x 10
-4
 en el umbral pSI 0,05), en niñez tardía (FDR-q= 0,031 en el umbral pSI 
0,05), adolescencia (FDR-q = 2,58 x 10
-4
 en el umbral pSI 0,05) y, sobretodo, en edad adulta 
(FDR-q = 4,3 x 10
-7
 en el umbral pSI 0,05). 
 
Figura 4. 30. Análisis de CSEA para el enriquecimiento en región cerebral durante el desarrollo de los genes 
mutados exclusivamente en controles y pertenecientes a módulos subexpresados en esquizofrenia. En la figura 
se muestran los valores de enriquecimiento en los umbrales de especificidad (pSI) para los 121 genes presentes en la 
base de datos de BrainSpan pertenecientes a los 107 loci mutados en casos de los módulos subexpresados en 
esquizofrenia M1 y M2. En el ANEXO XXXXIV se encuentran todos los valores de significación para cada uno de 
los casos analizados y en todas las regiones consideradas. 
 
 
Además, la región del tálamo en infancia temprana también se halló enriquecida en 
genes mutados únicamente en esquizofrenia (FDR-q = 0,001 en el umbral pSI 0,05), lo cual es 
coherente con la proyección cortico-talámica de las neuronas Ntsr+. En contraposición, no se 
encontró ninguna asociación significativa al utilizar los genes mutados sólo en controles (figura 
4.30). Igualmente, este enriquecimiento en las mismas regiones cerebrales sigue presente 
cuando se considera la totalidad de los genes mutados sólo en SCZ (N = 331 loci) o CO (N = 




(ANEXOXXXXV - XXXXVI), algo que concuerda con la sobrerrepresentación de los genes 
mutados en los módulos de coexpresión subexpresados en esquizofrenia (tabla 4.15-A).  
 
IV. 4. 3. Estudio de la variación genética en módulos sobreexpresados en esquizofrenia. 
Acumulación de variantes raras en casos respecto a controles. 
 De igual modo a lo realizado en módulos subexpresados, también se estudió la 
presencia de variantes raras en genes mutados pertenecientes a módulos sobreexpresados en 
esquizofrenia estableciendo las mismas 6 categorías, aunque en este caso fueron 4 finalmente 
debido a la ausencia de genes de estos módulos que no se hallasen correlacionados con la 
medicación (tabla 4.15-B): 2 conjuntos de genes expresados pertenecientes a los módulos M10 
y C38 (11 loci expresados y los mismos fuertemente correlacionados con la medicación) y 2 
conjuntos de genes DE en esquizofrenia pertenecientes a los módulos M10 y C38 (6 loci DE y 
los mismos fuertemente correlacionados con la medicación). 
 En contraposición a lo encontrado para los módulos subexpresados en el presente 
trabajo, los genes de los módulos M10 y C38 presentaron un menor número de variantes de lo 
esperado por azar en el caso de los genes DE (FDR-q = 0,0414; tabla 4.15-B), sugiriendo que 
una gran parte de las posiciones genómicas de estos genes se eliminasen por los procesos de 
filtrado (DP > 10), al estar éstos menos expresados que aquellos de módulos subexpresados en 
esquizofrenia. Otra posibilidad sería la mayor intolerancia de estos genes sobreexpresados 
relativos a astrocitos a sufrir mutaciones en su secuencia. Para probar esta segunda hipótesis, se 
compararon los valores de intolerancia a la variación genética en la secuencia (RVIS score) de 
los genes pertenecientes a los módulos subexpresados (M1 y M2) y sobreexpresados en 
esquizofrenia (C38 y M10), anteriormente publicados (Petrovski y cols., 2013; Petrovski y cols., 
2015). Esta comparación reveló, contrariamente a la hipótesis formulada, que los genes de los 
módulos subexpresados en esquizofrenia son mucho más intolerantes a la variación genética que 
los de los módulos sobreexpresados, tanto para variación codificante (P de Kruskall-wallis = 4,6 
x 10
-94
) como para variación en regiones UTR e intrónicas (P de Kruskall-wallis = 5,61 x 10 
-83
). 
Por ello, la acumulación de variantes significativamente menor en genes de módulos 
sobreexpresados sugiere un sesgo metodológico por el cual éstos, menos expresados en las 
muestras de giro cingulado, presentan un menor porcentaje de su secuencia que pasase el filtro 
posicional implementado (DP > 10 en todas las muestras). 
 Por otra parte, los genes pertenecientes a estos módulos sobreexpresados en 
esquizofrenia sí presentaron una acumulación significativa de variantes en casos en 





exclusivamente a los genes DE. En los 11 genes mutados que pertenecen a los módulos 
sobreexpresados se detectaron 23 variantes en casos y 3 en controles, existiendo una tendencia 
significativa en el análisis de número de variantes por individuo (figura 4.31; valor P del test de 




Figura 4. 31. Resultado del test de tendencia para la acumulación de variantes en casos y controles. En la tabla 
y el histograma inferior se describe el número de mutaciones por individuo, desde la ausencia de las mismas hasta 3 
mutaciones en un individuo esquizofrénico. 
 
 
 Con estos resultados, se demuestra un vínculo entre genes de astrocitos regulados 
positivamente en esquizofrenia y la acumulación de variantes raras en casos respecto a 
controles. En el caso del módulo C38 (Miller y cols., 2014), se detectaron 8 variantes en casos 
pero ninguna en controles (tabla 4. 16), a lo largo de tres genes (5 mutaciones en PCBD2, una 
en BCL2L14 y dos en CAMTA1).  
 Por otro lado, 7 genes del módulo sobreexpresado M10 (APOE, ATP1A2, GFAP, 
LRIG1, NTRK2, PMP2 y SLC1A2) albergan mutaciones en 15 casos y 3 genes (GLUD1, 







Tabla 4. 16. Variantes pertenecientes al módulo C38 sobreexpresado en esquizofrenia en 29 casos y 17 














chr1 7828174 7828178 AAAAA - 1 0 A78 CAMTA1 NO - 
chr1 7828279 7828280 AA - 1 0 A75 CAMTA1 NO - 




















chr12 12264563 12264563 G A 1 0 A7 BCL2L14 NO - 
 
 
Tabla 4. 17. Variantes pertenecientes al módulo M10 sobreexpresado en esquizofrenia en 29 casos y 17 

















chr1 160111232 160111232 A G 1 0 A81 ATP1A2 SI - 
chr1 160112341 160112341 A G 1 0 A45 ATP1A2 SI - 
chr1 160112448 160112448 A G 1 0 A85 ATP1A2 SI - 
chr1 160112523 160112523 A G 0 1 A71 ATP1A2 SI - 
chr3 66429461 66429461 G A 1 0 A25 LRIG1 SI rs115135892 
chr8 82353756 82353767 
TCTATC
TATCTA 
- 1 0 A3 PMP2 NO - 
chr9 87641602 87641602 A G 1 0 A10 NTRK2 SI - 
chr10 88810584 88810584 G A 0 1 A67 GLUD1 SI - 
chr11 35272868 35272868 C T 1 0 A92 SLC1A2 SI rs147565042 
chr11 35272878 35272878 T C 1 0 A47 SLC1A2 SI - 
chr11 35273618 35273618 C T 1 0 A3 SLC1A2 SI rs187896453 
chr11 35273673 35273673 G A 0 1 A27 SLC1A2 SI rs549790256 
chr11 35273899 35273899 C G 1 0 A88 SLC1A2 SI rs144973554 
chr11 35274486 35274486 A C 1 0 A92 SLC1A2 SI - 
chr17 42983086 42983086 G A 1 0 A55 GFAP NO rs567636153 
chr17 42983430 42983430 G A 1 0 A68 GFAP NO rs111477608 
chr17 42992715 42992715 G A 1 0 A101 GFAP NO rs57474185 








IV. 5. Estudio de la influencia de las variantes genéticas en la expresión. La variación en 
genes sobreexpreexpresados explica diferencias de expresión entre casos y controles 
 A raíz de lo reportado en los apartados anteriores, los genes de módulos subexpresados 
en esquizofrenia son una mayoría del total de genes expresados que portan mutaciones (tabla 
4.15), lo que explica que el análisis de expresión del total de genes mutados refleje que éstos se 
encuentren subexpresados en esquizofrenia en las muestras estudiadas (figura 4.28) 
 Con el propósito de estudiar la posible influencia de las variantes descritas en las 
diferencias de expresión génica observadas en esquizofrenia, se realizó un análisis de varianza 
(métodos) descomponiendo los valores de expresión génica de cada individuo en tres variables: 
fenotipo (caso o control), gen (cada uno de los genes presentes) y variante (presencia o ausencia 
de variante). De este modo, se buscó determinar la influencia de las variantes en la explicación 
de la varianza de la expresión génica a través de los distintos individuos mediante un análisis de 
la varianza (ANOVA de tres factores). La idea que subyace a este análisis es que, dado un 
diseño experimental apropiado, la variabilidad en la cantidad que se mide (la expresión génica 
en RPKM) se puede dividir en varias fuentes fácilmente identificables, mediante la comparación 
de los valores entre grupos y dentro de los grupos. 
 En este sentido, se analizó la variabilidad de la expresión génica en los tres grupos de 
genes considerados a lo largo del estudio de la variación genética (tabla 4.18-A): todos los 
genes mutados (623 loci), genes mutados de los módulos subexpresados en esquizofrenia M1 y 
M2 (345 loci) y genes mutados de los módulos sobreexpresados en esquizofrenia M10 y C38 
(11 loci). 
El análisis de la varianza reveló que la variable fenotipo contribuye de forma muy 
significativa a la explicación de la variabilidad en los valores de expresión génica a lo largo de 
los diferentes individuos, algo que es esperable en los módulos coexpresados e incluso en la 
totalidad de los genes mutados teniendo en cuenta que estos están enriquecidos en los genes 
subexpresados en esquizofrenia. Igualmente, la variabilidad en la expresión génica se explica de 
forma muy significativa por la variable gen, algo que es obvio dados diferentes niveles de 
expresión de los distintos genes en función de la naturaleza intrínseca de los mismos. 
 No obstante, también se observó una contribución significativa de la presencia o 
ausencia de variantes en los individuos para la explicación de la varianza en los datos de 
expresión, en los tres grupos considerados: todos los genes mutados (p = 1,34 x 10
-12
), genes de 
módulos subexpresados (p = 0,00644) y genes de módulos sobreexpresados (p = 6,84 x 10
-3
). 
Estos resultados demuestran la importancia de la variable "ausencia/presencia de variante" en 




escenarios. Por un lado, las variantes raras estudiadas podrían contribuir de forma significativa 
debido a la alteración que provocarían en los mecanismos bioquímicos de la expresión génica, 
siendo esta la hipótesis causal. Pero por otra parte, podría tratarse de una asociación indirecta 
producto de un escenario en el que las variantes raras presentes en genes altamente expresados y 
de forma ubicua en la totalidad de las muestras predispusiesen en mayor medida al desarrollo de 
la esquizofrenia. En este contexto, se podría observar una asociación indirecta debida al sesgo 
inherente en la expresión génica.  
 
Tabla 4. 18. Resultados del análisis de varianza (ANOVA) para las tres variables (gen, fenotipo y variante) 
cuya influencia en la expresión se desea conocer.  En la tabla se describen los grados de libertad (df), los valores de 
la F de Snedecor y el valor P de significación de la comparación de varianza entre grupos y dentro de grupos para los 
casos analizados (En todos los 623 genes mutados, los 345 genes mutados subexpresados y los 11 genes mutados 
sobreexpresados en esquizofrenia) con los datos de expresión (RPKM) sin normalizar y normalizando por gen. 
  









Variantes 1 63,89 1,34 x 10-12 1 1,88 0,1703 
Genes 622 0,84 0,9986 622 0 10 








Variantes 1 3,42 0,00644 1 1 0,359 
Genes 344 5350,6 < 10-16 344 0 1 








Variantes 1 20,68 6,84 x 10-3 1 6,51 0,01103 
Genes 10 129,18 < 10-16 10 0,0172 1 






   
 A fin de contrastar estas dos hipótesis, se repitió el análisis de ANOVA para los tres 
grupos de genes pero con los valores de expresión normalizados por gen, eliminado así las 
diferencias intrínsecas en la expresión entre genes pero manteniendo las existentes dentro de un 
mismo gen (tabla 4.18-B). Bajo este nuevo contexto, las contribuciones por fenotipo siguen 
siendo altamente significativas, como es esperado, pero las contribuciones de las variantes en la 
totalidad de los genes mutados (p = 0,17) y en aquellos genes mutados de módulos 
subexpresados (p = 0,359) desaparecen, manteniéndose únicamente las correspondientes a los 





justamente aquellos genes que demostraban una mayor presencia de variantes genéticas en casos 
respecto a controles (tabla 4.14-B).  
 Estos resultados demuestran que la regulación positiva en la expresión génica de los 
módulos enriquecidos en genes de astrocitos se puede explicar, al menos en parte, por la 
presencia de variantes en esos genes en las muestras, hecho que concuerda con la mayor 
proporción de variantes en casos respecto a controles (tabla 4.14-B). La totalidad de los valores 
de expresión en las muestras analizadas para los genes mutados de módulos sobreexpresados en 




































































5.1. ESTUDIO I. VARIACIÓN GENÉTICA RARA EN ELEMENTOS 
CONSEERVADOS DE TCF4 DE POTENCIAL REGULADOR 
En este primer estudio, se analizó la incidencia de variación genética rara en el elemento 
ultraconservado UC435, situado en la región intrónica de TCF4, en la susceptibilidad al 
desarrollo de esquizofrenia.  
TCF4 (Entrez Gene ID 6925; ensembl ENSG00000196628), del inglés transcription factor 
4, es un gen situado en el locus 18q21.2 que codifica para un factor de transcripción con una 
estructura básica hélice-giro-hélice (bHLH) y perteneciente al grupo de proteínas E, que se 
caracterizan por acoplarse entre ellas o con otras de estructuras similares para, posteriormente, 
unirse a la secuencia específica de ADN conocida como caja E (Ephrussi -box), regulando 
muchos procesos transcripcionales, sobretodo, durante las primeras fases del desarrollo. Este 
gen presenta una gran longitud en el genoma, abarcando hasta 437 kb y un total de 41 exones. A 
pesar de que TCF4 se localiza en cerebro adulto, músculo, pulmones y corazón, esta proteína se 
encuentra, también, activamente expresada en diversos tejidos antes del nacimiento, jugando un 
papel en la maduración de las células para llevar a cabo funciones específicas como la 
diferenciación celular o la autodestrucción de las células (apoptosis). En cerebro, de hecho, 
TCF4 se expresa consistentemente desde la concepción hasta la adultez, pero su picos máximos 
de expresión tienen lugar durante el neurodesarrollo, tal y como se deduce de los niveles de 
expresión recogidos de la base de datos de BrainSpan (figura 5.1). Esto ya viene a sugerir la 
clara influencia que ejerce este gen en la regulación de la expresión génica en procesos del 
neurodesarrollo. Estudios más pormenorizados de la expresión de TCF4 demostraron que éste 
se localiza particularmente en áreas de alta plasticidad neuronal, tales como la corteza cerebral, 
hipocampo y cerebelo (Brzózka y cols., 2010). Por otro lado, también se ha descrito su 
expresión en el prosencéfalo y la zona ventricular del SNC embrionario (de Pontual y cols., 
2009), así como en el telencéfalo en todas las etapas del desarrollo fetal 
(http://www.brainspan.org/). TCF4 es, de hecho, la única proteína E que se expresa 
absolutamente en todas etapas del desarrollo del cerebro en ratón y humano (Quednow y cols., 
2014). 
La relación más clara entre variación genética en el gen TCF4 y el sistema nervioso central 
proviene de los estudios que relacionan a este gen con el síndrome de Pitt-Hopkins (Pitt y 
Hopkins, 1978), una encefalopatía rara autosómica dominante causada en gran medida por 
mutaciones de novo no sinónimas y microdeleciones que afectan, principalmente, a la estructura 
de la hélice bHLH en la proteína en cuestión (Amiel y cols., 2007; Whalen y cols., 2012).La 
haploinsuficiencia de este gen durante el neurodesarrollo ha demostrado tener consecuencias 




grave retraso psicomotor, epilepsia, ataques diarios de hiperventilación, microcefalia o retraso 
mental (Peippo y cols., 2006; de Pontual y cols., 2009). Por este motivo, la expresión de este 
gen en procesos críticos del desarrollo prenatal debe estar severamente regulada para, con ello, 
evitar alteraciones en el normal desarrollo del cerebro. 
En el contexto de la esquizofrenia, este gen también ha demostrado ser un factor clave 
desde el punto de vista genético al presentar variantes comunes de susceptibilidad al desarrollo 
de este trastorno ya en los primeros estudios de GWAS relevantes en esquizofrenia (Stefanson y 
cols., 2009; Steinberg y  cols., 2011), cuando únicamente destacaban un número reducido de 
genes con significación genómica y entre los cuales se encontraba TCF4. Igualmente, la 
asociación se ha mantenido en los recientes GWAS de mayor potencia (Ripke y cols., 2013a; 
Schizophrenia Working Group  of  the Psychiatric Genomics Consortium, 2014).  
 
Figura 5. 1. Niveles de expresión (RPKM) del gen TCF4 en cerebro humano desde las primeras etapas del 
neurodesarrollo hasta la adultez. Los datos de expresión reflejados en la figura se obtuvieron del promedio de los 
niveles de expresión del conjunto de tejidos disponibles en BrainSpan para cada etapa del desarrollo. Spc = semana 
post concepción; mes = mes desde nacimiento; años =  años desde nacimiento. 
 
  
 Sin embargo, a diferencia de lo observado en el síndrome de Pitt-Hopkins, las variantes 
de susceptibilidad en esquizofrenia no afectan a la estructura proteica, y se ubican en regiones 
no codificantes a lo largo de la secuencia del gen o alrededor del mismo. Por ejemplo, el estudio 
de Stefanson y cols., demostró la fuerte asociación del polimorfismo rs9960767 (OR = 1,23; 
valor P = 4,13 x 10
-9
), situado en el cuarto intrón de TCF4. Asimismo, el estudio de Steinberg y 





rs4309482 (OR = 1,09; valor P = 7,8 × 10
−9
), un SNP situado entre TCF4 y CCDC68, 139 kb 
downstream del primero. Los intentos de buscar variantes no sinónimas que afectasen a la 
estructura proteica de TCF4, en DL con las de GWAS, no fueron exitosos (Williams y cols., 
2011a). Sí lo fueron, sin embargo, otros estudios posteriores que revelaron la implicación del 
alelo de riesgo C de rs9960767 en varios endofenotipos de la esquizofrenia como la supresión 
sensoromotora de estímulos auditivos mediante medidas de la inhibición prepulso (Quednow y 
cols., 2011), la memoria verbal (Lennertz y cols., 2011) o el rendimiento cognitivo (Albanna y 
cols., 2014).  
Estas asociaciones en regiones no codificantes de TCF4 son coherentes con la 
existencia de un fenotipo esquizofrénico, menos severo que el del síndrome de Pitt-Hopkins, 
pero cuyo origen se fragua en el neurodesarrollo (Rapoport y cols., 2012), donde la expresión de 
este gen jugaría un papel clave. Se ha demostrado una sobreexpresión de TCF4 en pacientes 
esquizofrénicos respecto a controles sanos tanto en sangre periférica (Wirgenes y cols., 2012) 
como en muestras de corteza prefrontal de enfermos (Guella y cols., 2013). Igualmente, 
neuronas originadas a partir de células pluripotentes inducidas de pacientes esquizofrénicos 
presentaron niveles incrementados de este gen (Brennand y cols., 2011). Estas observaciones, en 
general, apuntan a una alteración de la expresión de TCF4 en el ámbito de la esquizofrenia 
(Quednow y cols., 2014), pero en sentido opuesto al observado en el síndrome de Pitt-Hopkins, 
quedando por desvelar si la reducción en la expresión también puede causar síntomas 
esquizofrénicos, tal y como se ha observado de forma inconsistente en estudios en ratones 
(figura 5.2). Es lógico pensar, en consecuencia, que la implicación de TCF4 en el desarrollo de 
la esquizofrenia podría estar mediada por variantes genéticas en regiones reguladoras que 
alterasen la correcta expresión del mismo, sobretodo en momentos críticos del neurodesarrollo. 
 
Figura 5. 2. Relación entre los cambios en la expresión génica de TCF4 desde la etapa embrionaria hasta la 
adultez y los síntomas observados en humanos. PHS = Síndrome de Pitt-Hopkins; SCZ = Esquizofrenia. Figura 





 En este sentido, además, el gen TCF4 constituye un factor de transcripción que actúa 
como pieza clave en el interactoma de genes de riesgo en esta enfermedad. Tal y como se 
confirmó en recientes estudios, su expresión está a su vez regulada por el miRNA137, un gen 
fuertemente asociado a esquizofrenia (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric 
Genomics Consortium, 2014) y que, a su vez, también interviene en la regulación 
postranscripcional de otros genes asociados (Collins y cols., 2014), como es el caso de 
CACNA1C, CSMD1 (Kwon y cols., 2012) o ZNF804A (Kim y cols., 2012). Mientras, por otro 
lado, TCF4 ha demostrado regular la expresión, mediante ensayos in vitro, de NRXN1 y 
CNTNAP2 (Forrest y cols., 2012), otros dos genes implicados en esquizofrenia principalmente a 
raíz del estudio de CNV de riesgo (Rees y cols., 2013). 
 Teniendo en cuenta que no existen alelos comunes con efectos moderadamente grandes 
sobre la expresión de este gen (> 20% en la diferencia), a partir de mediciones en cerebro 
adulto, que expliquen la sobreexpresión de TCF4 observada en pacientes (Williams y cols., 
2011a), es necesaria la búsqueda de variantes genéticas raras de susceptibilidad a esquizofrenia 
que pudieran interferir en la regulación de la expresión génica de este factor de transcripción. En 
este sentido, eventos mutacionales de novo en casos esporádicos de esquizofrenia han 
demostrado ser factores genéticos de susceptibilidad en aquellos genes particularmente 
importantes en el desarrollo neuronal prenatal (Xu y cols., 2012a). 
 El análisis de la secuencia del gen TCF4 revela que no solo el motivo bHLH se 
encuentra altamente conservado, sino que el patrón de conservación genética que caracteriza a 
este gen es extensible a la totalidad de su secuencia, incluyendo la intrónica, y que se podría 
explica rmediante la necesaria selección purificadora en unas secuencias reguladoras 
importantes de cara a preservar su crítico papel en el desarrollo. Una muestra más de la 
versatilidad e importancia de este gen es la presencia de al menos 18 isoformas descritas (Sepp 
y cols., 2011), que sugieren la posible necesidad, también, de una correcta regulación del 
splicing alternativo de las mismas, en función del tejido y del momento del desarrollo. De 
hecho, de los 481 elementos ultraconservados descritos (Bejerano y cols., 2004), 2 de ellos 
existen en TCF4 (UC435 y UC436) y uno de ellos es enteramente intrónico (UC435), por lo que 
fue seleccionado en el presente estudio para la búsqueda de variantes genéticas raras de 
susceptibilidad a esquizofrenia, en un contexto donde la alteración de la expresión génica de 
TCF4 es un factor de predisposición. 
Los UCEs son elementos de 200 pb como mínimo en donde existe una total homología 
de la secuencia genética comparando los genomas de rata, ratón y humano, y  que predominan 
en regiones no exónicas de genes que regulan la transcripción de otros claves en el desarrollo 





introducción (apartado 1.3.3.2). La mayor evidencia del papel regulador de la transcripción de 
estos elementos se obtuvo mediante ensayos in vivo de su capacidad de actuación como 
potenciadores o enhancers de la transcripción. De los 167 elementos ultraconservados probados 
en ensayos de gen reporter en pez cebra, el 45% actuaron como tales y, además, lo hicieron de 
forma particular en tejido cerebral y del tubo neural durante el desarrollo (Pennacchio y cols., 
2006). Junto a otros trabajos, el de Penachio y cols. constituye la base de datos del buscador 
VISTA enhancer (Visel y cols., 2007; Visel y cols., 2009), donde se almacenan los elementos no 
codificantes con función de enhancer validados experimentalmente. El elemento UC435 es uno 
de ellos, demostrando la importancia funcional de esta región reguladora en la expresión de 
TCF4, y la potencial susceptibilidad al desarrollo de esquizofrenia que provocaría una alteración 
en la secuencia del mismo.  
 La comparación de los elementos UCE que afectan a regiones codificantes y aquellos 
que no en datos de expresión de BrainSpan a lo largo del desarrollo mediante la herramienta 
CSEA revela que los segundos se hallan fuertemente enriquecidos en los genes que se expresan 
en etapas tempranas del neurodesarrollo en la totalidad de las áreas cerebrales, demostrando su 
ubicuidad en procesos primordiales del desarrollo cerebral (figura 5.3). Sin embargo, en el caso 
de los genes que presentan UCEs en regiones codificantes, no existe tal enriquecimiento en 
ninguna región cerebral durante las distintas etapas del desarrollo. Por ello, esto es coherente 
con la idea de que la variación genética en estas regiones exónicas propiciaría un fenotipo 
mucho más extremo que el de la esquizofrenia, donde es más factible su atribución, en gran 
medida, a alteraciones en la expresión de genes de riesgo en algún momento concreto del 
desarrollo.  
Dada la enorme conservación de esta secuencia analizada, se hipotetizó con la presencia  
de alguna variante rara pero, en ningún caso, de numerosos cambios nucleotídicos en la región 
UC435. Por ello, se pensó en la técnica de HRMA como una alternativa idónea para el presente 
estudio (apartado 3.4), tanto en el aspecto práctico como económico, dejando la técnica de 
secuenciación para la confirmación de las variantes detectadas en un barrido realizado con la 
primera.  
La técnica HRMA, mediante el análisis de la pérdida de fluorescencia diferencial en 
variantes en heterocigosis, ha demostrado una técnica adecuada y empleada recientemente en el 
análisis de genotipado (Abidin y cols., 2015; Chen y cols., 2015; Lin y cols., 2014) y para la 
detección de mutaciones raras (Erali y cols., 2010). Para este último caso, la técnica de HRMA 
ha demostrado ser altamente eficaz (Vossen y cols., 2009). La detección de variantes en 
amplicones de hasta 4 kb ha demostrado una sensibilidad del 96% y una especificidad del 




actualmente se considera uno de los mejores métodos para la detección de mutaciones raras 
dado que no es necesaria ninguna preparación de muestra ni separación y la relación de coste y 
efectividad es máxima, pudiendo incluso, recuperarse la muestra de trabajo una vez concluido el 
análisis, al no ser éste destructivo (Reed y cols., 2007). 
 
Figura 5. 3. Análisis de CSEA (Xu y cols., 2014) para el enriquecimiento de los genes con UCEs en regiones 
intrónicas o intergénicas a menos de 200kb de distancia y las regiones del cerebro durante el desarrollo. En el 




En estudios de esquizofrenia concretamente, la técnica de HRMA ha sido igualmente 
empleada en el análisis de mutaciones a lo largo de la secuencia de genes candidatos como 
DISC1 (Long y cols., 2013) o SCN2A (Woolf y cols., 2013). 
Por todas estas razones, se buscaron variantes raras de susceptibilidad en la región 
ultraconservada UC435, y de función enhancer, en el gen TCF4, consistentemente asociado a 
esquizofrenia en numerosos estudios y factor clave en el neurodesarrollo. Tras los análisis en 
HRMA, ninguna muestra presentó variante a lo largo de la región UC435, y aquellas dudosas en 





Con el análisis de 528 casos esquizofrénicos y 270 controles en el presente estudio (no se 
analizaron más controles al no encontrarse ninguna variante en casos), contamos con una 
probabilidad mayor al 80% para la detección de variantes genéticas con una frecuencia 
poblacional superior al 0,15% en la muestra de casos. Por tanto, podemos descartar la presencia 
de variantes alélicas en UC435 con una combinación de frecuencia y efectos similares a muchas 
CNV que confieren un riesgo moderado a la esquizofrenia. Esta equiparación no es, en absoluto, 
descabellada, teniendo en cuenta la enrome funcionalidad de las regiones ultraconservadas y, en 
particular, del gen TCF4 en el neurodesarrollo. Por ejemplo, la duplicación en 16p11.2, y las 
deleciones en 1q21.1, 15q13.3 o 22q11.2, presentan una frecuencia superior al 0,15% en casos, 
pero claramente inferior a 0,1% en controles sanos (Malhotra y Sebat, 2012).  
Una explicación a la ausencia de variantes, al margen de la potencia estadística, es 
precisamente la posibilidad de que la variación genética presente en esta región provoque un 
fenotipo más extremo que el esperado en esquizofrenia. Teniendo en cuenta la naturaleza del 
gen y la relevancia funcional de los elementos ultraconservados, una pérdida de función del 
mismo podría resultar en un cuadro clínico más severo. El hecho de que, tras extender los 
análisis de conservación de la secuencia de UC435 a 22 mamíferos placentarios adicionales y 
tres marsupiales, solo se hayan detectado dos cambios (uno en la posición 1 del elemento en 
hámster chino y otro en diablo de Tasmania), refuerza esta hipótesis. Sin embargo, 
contrariamente a dicha hipótesis, sorprende la presencia de tres variantes en población humana 
de los 1000 genomas, aunque en todos estos casos a una frecuencia menor al 0,1%.  
Recientemente, un estudio de secuenciación del gen TCF4 tampoco ha podido 
identificar variantes de riesgo a esquizofrenia pese a genotipar las variantes raras descritas en 
1808 casos y 2261 controles (Basmanav y cols., 2015). Por todo esto, es evidente que son 
necesarios nuevos análisis con muestras de mayor tamaño para la búsqueda de variantes a 
frecuencia más baja que causen un efecto más agresivo en el fenotipo esquizofrénico observado 
para, con ello, probar si la hipótesis variante rara - enfermedad común es aplicable a la variación 








5.2. ESTUDIO II. VARIACIÓN GENÉTICA EN ELEMENTOS ACELERADOS EN 
HUMANOS EN NPAS3. 
 En este segundo trabajo, teniendo en cuenta la evolución excepcional de las 14 regiones 
reguladoras aceleradas en su secuencia genética en el linaje humano (HAEs) a lo largo del gen 
NPAS3 (Kamm y cols., 2013a), así como la importancia en el control de la expresión génica de 
NPAS3 que presentan estos elementos, se estudió el impacto que podrían tener las variantes 
genéticas presentes en los elementos HAEs en el riesgo de aparición de esquizofrenia. 
 NPAS3 es un factor de transcripción que pertenece a la familia de proteínas de dominio 
estructural y funcional PAS. Estos dominios se encuentran en un gran número de proteínas 
presentes en casi todos los organismos, desde bacterias hasta humanos, y comparten importantes 
características estructurales y funcionales (Taylor y cols., 1999), entre las que destaca su 
actuación en la transducción de señales biológicas en base a un enorme rango de señales 
ambientales (Grossman y cols., 2001; Gu y cols., 2000; Repik y cols., 2000), como por ejemplo, 
activando la expresión génica en condiciones de hipoxia (Makino y cols., 2001). El dominio 
PAS fue nombrado a partir de las tres proteínas en la que fue descubierto por primera vez (Per, 
de period circadian protein; Arnt, de Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator protein; y 
Sim, de single-minded protein). 
 Las proteínas PAS más estudiadas son las que, además, presentan una estructura 
"básica" hélice-giro-hélice (bHLH-PAS), desde la que actúan como factores de transcripción 
gracias a su dominio de unión a ADN. Uno de los ejemplos más característicos de estas 
proteínas son las NPAS, proteínas PAS neuronales (Zhou y cols., 1997). NPAS2 fue la primera 
proteína PAS descubierta en eucariotas (Dioum y cols., 2002), se expresa principalmente en 
cerebro anterior de mamíferos y está implicada en el control del ritmo circadiano (Hogenesch y 
cols., 1998, Reik y cols., 2002). NPAS3, por su parte, contiene 11 exones a lo largo de su 
estructura que codifican 3 dominios funcionales: una región de unión a ADN, una de 
dimerización (característica de los factores de transcripción de la familia bHLH que actúan 
conjuntamente regulando la expresión en forma de dímeros), y un dominio de transactivación, al 
que otras proteínas (como cofactores y  otras proteínas) se unen para regular el proceso de 
transcripción (Gilles-Gonzalez y Gonzalez, 2005).  
 La translocación balanceada en 14q13 (Kamnasaran y cols., 2003; Pickard y cols., 
2005) constituye la primera evidencia genética de la implicación del gen NPAS3 en el desarrollo 
de la esquizofrenia (Kamnasaran y cols., 2003). En este estudio se demostraba que el papel de 
NPAS3 como factor de transcripción de la familia bHLH-PAS se veía alterado en una madre y su 
hija, ambas con esquizofrenia y portadoras de la traslocación, dando lugar a una proteína 





dimerización y de transactivación. Debido a esto, se postuló la haploinsuficiencia por pérdida de 
función de la proteína como un mecanismo por el que la variación genética en NPAS3 
aumentaba el riesgo de sufrir la enfermedad mental. Desde entonces, NPAS3 ha sido objeto de 
estudios genéticos que han servido para describir la presencia de variantes raras y comunes en el 
gen asociadas con la susceptibilidad a la esquizofrenia y otros trastornos mentales (Pickard y 
cols., 2009; MacIntyre y cols. 2010; Yu y cols., 2014), aunque la búsqueda de variantes 
comunes de susceptibilidad a los trastornos psiquiátricos mediante estudios GWAS no han 
conseguido alcanzar significación genómica en ningún caso (Ferreira y cols., 2008, Huang y 
cols. 2010; Weber y cols., 2011). A pesar de ello, es digna de mención la significación de p = 4 
x 10
-6
 alcanzada en el estudio de Huang y cols., que sugiere un estudio más pormenorizado de 
este gen en relación a los trastornos psiquiátricos y del neurodesarrollo. 
 Las asociaciones referidas se vieron reforzadas en estudios funcionales y de expresión. 
En esta línea, ensayos de knock-out de este gen, y de su relacionado NPAS1, en ratones, 
revelaron la existencia de muchos fenotipos conductuales, neurológicos y anatómicos 
relacionados con la esquizofrenia, tales como el deterioro de la cognición social, disminución de 
la respuesta de sobresalto, deterioro de la memoria, o la ampliación de los ventrículos (Erber-
Sieler y cols., 2004, Brunskill y cols., 2005). A nivel celular, los ratones NPAS3
-/- 
mostraron 
sustanciales reducciones en los niveles de glicoproteína relina de las interneuronas gabaérgicas a 
través de todo el SNC (Erber-Sieler y cols., 2004), lo que concuerda con las reducciones tanto 
en ARNm como en nivel de proteína de relina observadas anteriormente en pacientes 
esquizofrénicos (Guidotti y cols., 2000; Impagnatiello y cols., 1998). En ratones adultos, la 
proteína NPAS3 está altamente expresada en neuronas GAD67, uno de los tipos de neuronas 
corticales que presentan un cuadro más patológico en la esquizofrenia (Fung y cols., 2010; 
Guidotti y cols., 2000). 
 Es importante, para determinar el posible papel de NPAS3 en la esquizofrenia como 
trastorno del neurodesarrollo, conocer cómo cambia la expresión del gen durante el desarrollo 
cerebral humano. Estudios previos en ratón describieron altos niveles de ARNm de NPAS3 en la 
corteza cerebral durante los primeros estadios postnatales (Brunskill y cols., 1999), que 
disminuían progresivamente en la edad adulta, y de una forma coordinada con la maduración 
tardía de interneuronas inhibitorias en humanos (Fung y cols., 2010). A partir de los datos de 
expresión en cerebro durante el desarrollo de Brainspan, actualmente disponibles, se comprueba 
que la expresión del gen es consistente a lo largo de todas las etapas del desarrollo y adultez 
(siempre RPKM > 1), pero con importantes picos de expresión durante los últimos meses de 
desarrollo fetal (figura 5.4). Recientemente, Wong y cols. demostraron la importancia de la 
regulación postrasncripcional en los niveles de NPAS3 en córtex prefrontal (Wong y cols., 




de mujeres esquizofrénicas, debido a una mayor expresión de un microRNA, miRNA17, que 
regula la expresión de NPAS3 a nivel de traducción, y cuya sobreexpresión en esquizofrenia ya 
había sido descrita anteriormente (Santarelli y cols., 2011). De hecho, el estudio de Wong y 
cols. demostraba una relación inversa entre los niveles de ARNm de NPAS3, regulados a la baja 
tras el nacimiento y hasta los 5 años, y los niveles incrementados de proteína NPAS3, lo que 
refleja la complejidad de los mecanismos regulatorios que cooperan para mantener niveles 
adecuados de este factor de transcripción de importancia crítica para el neurodesarrollo. La 
desregulación de los niveles de miRNA en corteza cerebral ha sido, de hecho, descrita en 
numerosos trabajos en relación con esquizofrenia y trastorno bipolar (Delalle y cols., 2014). El 
trabajo de Wong y cols., además del que describe la translocación de pérdida de función 
(Kamnasaran y cols., 2003), conforman la hipótesis de la hipofunción de NPAS3 como factor de 
riesgo para el desarrollo de la esquizofrenia (Wong y cols. 2012). 
 
Figura 5. 4. Niveles de expresión (RPKM) del gen NPAS3 en cerebro humano desde las primeras etapas del 
neurodesarrollo hasta la adultez. Los datos de expresión reflejados en la figura se obtuvieron del promedio de los 
niveles de expresión del conjunto de tejidos disponibles en BrainSpan para cada etapa del desarrollo. Spc = semana 
post concepción; mes = mes desde nacimiento; años =  años desde nacimiento 
 
 
 Por otra parte, el gen NPAS3 constituye la región genómica con un mayor número de 
elementos reguladores acelerados específicos de humanos (HAEs). Es decir, regiones altamente 
conservadas durante la evolución de mamíferos, pero cuya secuencia acumula cambios en el 
linaje humano tras la escisión respecto al del chimpancé (Kamm y cols., 2013a). Hay un total de 
14 HAEs en NPAS3, siendo con notable diferencia, el gen con un mayor número de estos 





otros genes implicados en la susceptibilidad a trastornos psiquiátricos también presentan 
elementos similares en regiones reguladoras. De los descritos en la tabla 5.2, destacan varios 
genes en el contexto de las enfermedades psiquiátricas y del neurodesarrollo. CNTNAP2, por 
ejemplo, es también uno de los genes con mayor número de HAEs y cuya haploinsuficiencia es 
un factor de riesgo al desarrollo de esquizofrenia y otros trastornos psiquiátricos, tal y como se 
demostró a partir del estudio de su deleción (Friedman y cols., 2008; Peñagarikano y cols., 
2011), así como de las variantes descritas en regiones reguladoras de su expresión génica 
(Chiocchetti y cols., 2014). Otro de los genes, FHIT, que presenta 8 elementos HAEs en su 
secuencia, es uno de los genes más subexpresados en modelos de ratón con fenotipo maníaco 
(Saul y cols., 2012). Por su parte, RBFOX1, una proteína de unión a ARN y también con 8 
HAEs, ha demostrado, recientemente, una gran importancia en la regulación postranscripcional 
de genes particularmente implicados en el desarrollo cortical y el autismo (Lee y cols., 2016), y 
su disrupción es causa de alteraciones en la neurogénesis durante el desarrollo de la corteza 
cerebral (Hamada y cols., 2015), reforzando las evidencias previas de su implicación en 
esquizofrenia (Xu y cols., 2008), autismo (Sebat y cols., 2007) u otras enfermedades 
psiquiátricas (Davis y cols., 2012; Elia y cols., 2012; Martin y cols., 2007). Un último ejemplo 
es el gen WWOX, también portador de 8 HAEs y cuyo fenotipo neurológico asociado a 
mutaciones en su secuencia incluye convulsiones, ataxia, retraso en el desarrollo o espasticidad 
de gravedad variable, teniendo una gran relevancia en el desarrollo primordial del cerebro 
(Tabarki y cols., 2014).  
 
Tabla 5. 1. Genes con un número de elementos acelerados en humanos (HAEs) superior a 5. Tabla adaptada de 
Kamm y cols. (2013a). 
Nº HAEs Coordenadas (hg19) Gen (RefSeq) Nº HAEs/100 kb 
14 chr14:33408459-34270951 NPAS3 1.62 
8 chr3:59735036-61237133 FHIT 0.53 
8 chr16:6069132-7763340 RBFOX1 0.47 
8 chr16:78133551-79246564 WWOX 0.72 
7 chr11:131240371-132206716 NTM 0.72 
6 chr7:145813453-148118088 CNTNAP2 0.26 
6 chr13:96743092-97491812 HS6ST3 0.8 
 
 Estos casos descritos sugieren la importancia de estos elementos acelerados en el linaje 
humano en un contexto de regulación de la expresión génica en procesos del neurodesarrollo 
críticos para el buen funcionamiento cerebral. Un análisis de CSEA, haciendo uso de los datos 




secuencia revela que estas regiones se encuentran enriquecidas en genes particularmente 
expresados durante el neurodesarrollo (figura 5.5). 
Figura 5. 5. Análisis de CSEA (Xu y cols., 2014) para el enriquecimiento de los genes presentes en Gencode v19 
con HAEs en regiones las regiones del cerebro durante el desarrollo recogidas en Brainspan. En el ANEXO LII 




 Curiosamente, este patrón de enriquecimiento es similar al de los genes con UCEs en 
sus regiones reguladoras (figura 5.3), tal y como sucede con TCF4, que presenta un elemento 
ultraconservado, UC435, exclusivamente en región no codificante (Bejerano y cols., 2004). No 
obstante, tal y como se estudia en la presente tesis (apartado 5.1), parece que no hay variantes 
poco comunes asociadas con el riesgo a esquizofrenia en esta región de TCF4 (González-Peñas 
y cols., 2014). 
 Si la presencia de estos elementos sugiere un papel importante en la neurogénesis y 
desarrollo del cerebro humano en los genes que los poseen, el caso de NPAS3 es todavía más 
destacable. Los 14 elementos HAEs que contiene se encuentran en su totalidad en regiones no 
codificantes del gen, mientras que la secuencia exónica está altamente conservada, tal y como lo 
estaban las primeras antes de sufrir aceleración en el linaje humano. Además, la función de los 
HAEs de NPAS3 se ha descrito como reguladora de la expresión génica. En el trabajo de Kamm 
y cols. se demostró que 11 de los 14 HAEs actuaban como enhancers transcripcionales durante 
el desarrollo cerebral en los ensayos realizados de gen reporter en pez cebra (Kamm y cols., 





los elementos acelerados como potenciadores de la transcripción en otros de los genes que los 
contienen también fue consistentemente hallada en un estudio coetáneo (Capra y cols., 2013), en 
el que 24 de los 29 HAEs analizados regulaban la expresión en ratón. 
La presencia de estos elementos acelerados preferentemente en regiones no codificantes 
de genes implicados en procesos de neurodesarrollo, sumado al hecho de su actuación como 
reguladores de la transcripción, sugiere la posibilidad de que sea la variación genética fijada por 
la selección en estas regiones, precisamente, la que provoca susceptibilidad al desarrollo de la 
enfermedad. En el ámbito de la esquizofrenia, una enfermedad propiamente humana con una 
heredabilidad del 64-80% y asociada a una fertilidad reducida, una hipótesis explicativa de su 
elevada prevalencia, cercana al 1% en todo el mundo, es la que defiende que varias mutaciones 
que han originado incrementos en habilidades cognitivas podrían estar favorecidas por selección 
positiva pero, a su vez, conferir mayor riesgo a esquizofrenia (Crow, 1997). En este sentido, 
diversos estudios han aportado evidencias empíricas de selección positiva en algunos genes 
asociados con la enfermedad, aunque es cierto que dichos estudios solo han centrado el foco en 
un número limitado de genes (Crespi y cols., 2007; Costas y cols., 2009; Lo y cols., 2007). 
 Dado que la descripción de elementos acelerados es relativamente reciente y que la 
mayoría de las variantes genéticas asociadas a esquizofrenia provienen de estudios de poco más 
de 2 años, pocos estudios han descrito el solapamiento de variantes genéticas en elementos 
acelerados en el linaje humano. Sin embargo, un estudio muy reciente (Xu y cols., 2015) 
demostró un alto enriquecimiento de los haplotipos de señales del GWAS más numeroso en 
esquizofrenia (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014) 
en genes separados 100 kb o menos de regiones conservadas en mamíferos y aceleradas en el 
linaje humano (mHARs) y en regiones conservadas en primates pero aceleradas en humanos 
(pHARs), que habían sido descritas previamente (Lindblad-Toh y cols., 2011). Además, los 
genes presumiblemente regulados por elementos conservados en primates y acelerados en 
humanos (genes p-HAR) se encuentran fuertemente conservados, lo que establece una 
diferencia clara entre la conservación de la estructura codificante de genes importantes para el 
normal desarrollo cerebral y las regiones que regulan su expresión (tal y como ocurre en 
NPAS3). Respecto a la totalidad de los genes asociados a esquizofrenia, aquellos que presentan 
elementos HARs cercanos (genes SCZ p-HAR) ocupan lugares más céntricos y conectados en 
los interactomas de los que forman parte y están estadísticamente enriquecidos en funciones de 
diferenciación neuronal u otras implicadas en el desarrollo cerebral y de la sinapsis, incluso 
cuando se comparan con la totalidad de genes asociados a esquizofrenia. De esta forma, estos 
genes representan un subconjunto "crítico" dentro de los genes asociados y, por ello, el análisis 
de HAEs representa una estrategia adecuada en la búsqueda de factores genéticos de mayor 




mayoritariamente reguladora, pudo haber sido clave en el salto evolutivo de las funciones 
cerebrales propias del linaje humano respecto al chimpancé, pero conllevar un riesgo asociado 
al desarrollo de trastornos psiquiátricos como la esquizofrenia. 
Es importante señalar, de todos modos, que pese a que, en el estudio de Xu y cols., los 
genes cercanos a elementos acelerados en primates (genes PAR) no mostraban ninguna 
característica de las descritas en los genes pHAR ni los mHAR, otros estudios sí sugieren que ha 
habido más cambios en la secuencia y eventos potencialmente selectivos en el linaje del 
chimpancé que en el nuestro (Bakewell y cols., 2007; Hubisz y cols., 2014; Sequencing, T. C., 
& Analysis Consortium, 2005), por lo que no seríamos particularmente una especie con mayor 
aceleración en su secuencia genómica. Son necesarios, por tanto, más estudios que ayuden a 
encontrar una explicación para la aparición de estas regiones y la relación de la variación 
genética en ellas con los trastornos psiquiátricos y del neurodesarrollo.  
 En el presente estudio, se estudiaron 21 variantes de elementos HAEs presentes en 
población de los 1000 genomas, así como 5 SNP procedentes de estudios GWAS en NPAS3, no 
habiendo asociación alguna ni desde el punto de vista individual (tabla 4.1) ni conjuntamente 
(tabla 4.2). En este último caso, se realizaron diferentes ensayos en base a distintos modelos 
con los que ampliar los escenarios de estudio acerca del posible papel de variantes raras en 
comparación con las comunes, así como de los efectos de protección frente a los perjudiciales, 
por lo que la utilización de SKAT nos permite aseverar la ausencia de asociación en un conjunto 
amplio de posibilidades. De igual modo, el análisis de haplotipos, utilizando un procedimientos 
de "ventanas deslizantes" de 2 a 6 SNP, tampoco reveló ninguna asociación significativa tras 
corregir por las múltiples pruebas realizadas (tabla 4.3). 
 El análisis de potencia sugiere que el presente estudio tiene capacidad suficiente como 
para poder detectar asociación en diversos escenarios realistas, de acuerdo con el conocimiento 
actual de la arquitectura genética de la esquizofrenia (figura 4.6). Por ejemplo, se alcanzaría 
una potencia del 80% en el caso de que un 25% de las variantes estudiadas fuesen funcionales, y 
en las que el OR máximo de éstas fuese de 5, asignado a las variantes con MAF = 0,0001. 
 Este contexto es perfectamente plausible, tal y como se destacó anteriormente en el 
estudio I de TCF4 para el riesgo asociado de numerosas CNV en esquizofrenia (OR>5). Del 
mismo modo, Purcell y cols. (2014) secuenciaron los exomas de 2536 casos de esquizofrenia y 
2543 controles, identificando tres pequeños conjuntos de genes (complejo de la proteína 
regulada por actividad ARC asociada al citoesqueleto, complejo de proteínas post-sinápticas 
PSD95 y genes de los canales iónicos de calcio dependientes de voltaje) en los que se acumulan 
variantes raras de gran efecto funcional (OR de 19,1, 5,1 y 8,4, respectivamente). Por tanto, la 





inicial formulada, la evolución especial acontecida en NPAS3, y reflejada en la existencia de 14 
elementos HAEs acelerados en Homo, relajó la fuerte conservación característica de estos 
elementos a lo largo del linaje de mamíferos, sin implicaciones en el desarrollo de la 
esquizofrenia.  
De hecho, el estudio de variación genética en regiones conservadas o aceleradas en el 
linaje humano también deja otros estudios previos con resultados negativos (Schanze y cols, 
2012; Tolosa y cols., 2008), por lo que las apreciaciones al respecto de un salto evolutivo que 
tuviera como contrapartida la aparición de trastornos psiquiátricos deben ser tomadas con 
cautela, y a la espera de estudios de mayor potencia centrados en estas regiones. En este sentido, 
se ha descrito que muchos de los elementos acelerados se encuentran en regiones próximas a los 
extremos de los cromosomas (Pollard y cols., 2006; Prabhakar y cols., 2006), donde tiene lugar 
una tasa mayor de recombinación (Lander y cols., 2001), que se asocia a un sesgo en las 
variantes nucleotídicas de AT a CG (Duret y Galtier, 2009). 8 de los 14 HAEs presentan este 
sesgo en sus variaciones específicas en humanos (HAR189-HACNS489, HACNS553, HAR173, 
HACNS96, 2xHAR142, HAR89, 2xHAR223 y 2xHAR122). Aunque NPAS3 no se encuentra 
situado cerca del extremo del cromosoma 14, no se puede descartar la posibilidad de quela 
conversión de AT a CG, tras una relajación de la conservación por una pérdida de la 
importancia funcional en el linaje humano, hubiera contribuido a la evolución particular del gen. 
Sin embargo, en un estudio desarrollado para estudiar los efectos de la selección y la conversión 
sesgada de AT a CG mostró que más de la mitad de los HAEs (55%) tienen tasas de sustitución 
que exceden significativamente las estimaciones en relación a la neutralidad, lo que sugiere que 
estas regiones pudieron haber sido originadas por selección positiva en lugar de por relajación 
de los patrones de conservación de los genes en los que se encuentran (Kostka y cols. 2012). 
 La comparación de los loci que albergan un número excepcional de HAEs con los datos 
del mayor estudio GWAS en esquizofrenia hasta la fecha (Schizophrenia Working Group of the 
Psychiatric Genomics Consortium, 2014) confirma la relevancia de la variación genética en 
estos elementos. El intervalo de 1 Mb genómico con mayor número de HAEs, que incluye el 
extremo 3 'de AKAP6 y parte de NPAS3, presenta un SNP cercano a la significación genómica 
(rs12883788, P = 8,98 x 10
-8
, incluyendo muestras de replicación). Este SNP se encuentra en el 
3 'UTR de AKAP6, 100kb upstream de NPAS3. Por otro lado, entre los siete genes con más de 
cinco HAEs, cuatro de ellos contienen SNP en rangos de significación de P < 1 x 10
-5
. El 
segundo gen por el número de HAEs, FHIT, contiene un SNP asociado a esquizofrenia 
significación genómica en la muestra de descubrimiento  (rs1353545, P = 4,26 x 10
-8
, en 34241 
casos y 45604 controles), aunque su valor de significación fue ligeramente menor en el conjunto 
total de datos (P = 7,4 x 10
-8
, tras la inclusión de 1513 nuevos casos y 66236 controles 






), RBFOX1 (rs12447542, P = 1,12 x 10
-6
), y HS6ST3 (rs9554348, P = 3,61 x 10
-6
). No 
obstante, ninguno de los cinco SNP se encuentra dentro de los elementos HAEs y no hay 
variantes en HAEs en DL con estos SNP en muestras europeas de los 1000 genomas. 
 Por otra parte, una de las cinco variantes tomadas de GWAS independientes para este 
estudio, rs8017055, se asocia nominalmente a esquizofrenia (P = 1,36 x 10
-4
). Este SNP 
pertenece, de hecho, a la región que se asocia más significativamente dentro del  gen NPAS3. 
rs8017055 es la variante genotipada más cercana al extremo 3' de NPAS3 en el presente estudio, 
y 18,7 kb upstream del HAE 2xHAR122, no representado en este trabajo por no presentar 
ninguna variante en los 1000 genomas en muestras europeas pero que sí presenta hasta 7 
variantes en otras poblaciones diferentes De hecho, otros SNP asociados en el citado GWAS de 
esquizofrenia, y localizados en la región 3' de NPAS3, están todavía más cerca del elemento no 
representado 2xHAR122. El SNP más cercano, rs8009687 (P = 1,39 x 10
-5
), y el SNP más 
asociado, rs7140760 (P = 7,27 x 10
-6
), se encuentran a tan sólo 7,4 kb y 8,5 kb upstream de 
2xHAR122, respectivamente. Estas asociaciones sugieren una posible implicación de este HAE 
en la esquizofrenia pero que no pudo ser probada mediante la metodología empleada en este 
estudio debido a la utilización de muestras de origen europeo. La ausencia de variantes en 
2xHAR122 en la población de los 1000 genomas sugiere, igualmente, la restricción de esta 
región frente a variantes que pudieran alterar la funcionalidad alcanzada tras los cambios 
ocurridos en el linaje humano. 
 Este caso es extensible a otros 2 HAEs (HACNS553 y HAR173), que no presentan 
ninguna variación genética de acuerdo con la base de datos de población europea en los 1000 
genomas pero sí en otras poblaciones, lo que hace un total de 3 de 14 HAEs que no están siendo 
considerados. Es por ello por lo que son necesarios estudios similares en otras poblaciones no 
europeas para extender este análisis a los 14 HAEs descritos en NPAS3. La resecuenciación de 
estos elementos acelerados y/o conservados (y otros presentes igualmente en genes relacionados 
con la función cerebral), en muestras de mayor tamaño, es un requisito indispensable para 
descartar la implicación de estos elementos en la esquizofrenia, buscando posibles variantes 
raras de efecto todavía mayor o variantes más frecuentes y con un riesgo asociado menor, 






5.3. ESTUDIO III. RESECUENCIACIÓN DE REGIONES PROMOTORAS DE GENES 
DE RIESGO A ESQUIZOFRENIA. 
En este tercer trabajo del presente proyecto de tesis se analizaron 74 kb de secuencia 
reguladora pertenecientes a 29 regiones promotoras en 516 casos y 516 controles agrupados en 
sendos 83 pools de muestras, algo que fue posible gracias a una exhaustiva metodología que 
comprendió el diseño y amplificación de las regiones reguladoras mediante PCR con enzimas 
High fidelity y la posterior resecuenciación dirigida de estas regiones con la plataforma de 
ultrasecuenciación de SOLiD. El objetivo principal del presente trabajo fue la detección de 
variantes genéticas raras o infrecuentes, en coherencia con la hipótesis variante rara – 
enfermedad común sugerida, y por la que la mayor parte de las variantes de riesgo presentes en 
estas regiones, de elevada importancia reguladora, estarían sometidas a selección purificadora y 
no alcanzarían una frecuencia de polimorfismo (Manolio y cols., 2009; McClellan y cols., 
2007). Por ello, en el proceso de detección se estableció un protocolo de filtros de calidad que 
asegurase la igual representatividad de todas las muestras (figura 4.13) y la eliminación de 
posibles artefactos de amplificación o secuenciación. Así, aún a costa de perder algunas posibles 
variantes reales, se preservaron aquellas de alta calidad y profundidad de lectura (tabla 4.4, 
tabla 4.5). La eficacia de este proceso fue, de hecho, comprobada mediante el genotipado de las 
variantes con predicción funcional más patogénica (apartado 4.III.4), algo que no es práctica 
habitual en muchos de los proyectos de secuenciación masiva realizados actualmente, y que 
sitúa los resultados aquí presentados en un nivel de confianza muy elevado. Siguiendo nuestra 
metodología, un total de 361 y 388 variantes en casos y controles, respectivamente, relativas a 
297 posiciones mutadas fueron detectadas en estas 29 regiones, cuyo potencial regulador de la 
expresión génica también fue sugerido en este trabajo mediante el análisis in silico de 
predicción funcional (figura 4.12). El análisis de las mismas reveló un enriquecimiento de 
variantes en las posiciones de mayor evidencia reguladora en casos frente a controles y, de 
forma destacada, una implicación de las variantes que afectan a los estados represivos de la 
cromatina en la región 17q12 en la etiología de la esquizofrenia, tal y como se discute a 
continuación. 
El estudio de las regiones reguladoras de forma sistemática en relación al riesgo que 
confiere la variación genética a trastornos complejos tiene sentido en un contexto como el actual 
para la esquizofrenia y otros trastornos psiquiátricos. Los estudios de variación común en los 
últimos GWAS han demostrado que las principales asociaciones son debidas a variantes en 
regiones no codificantes y reguladoras de la expresión génica (Schizophrenia Working Group of 
the Psychiatric Genomics Consortium, 2014; Richards y cols., 2012; Roussos y cols., 2014). En 
este sentido, el estudio de Roussos y cols. reveló un enriquecimiento significativo de las 




en elementos reguladores de la expresión en cis (CRE). En el mismo, se encontró un 
solapamiento significativo entre SNP que afectaban a la expresión (eSNP) y esos elementos 
CRE (creSNP), en consonancia con estudios previos que revelaban una asociación entre alelos 
de susceptibilidad y aquellos que afectan a la expresión en cerebro humano (Richards y cols., 
2012). Roussos y cols. encontraron la mayor asociación con esquizofrenia en los creSNP de 
enhancers en cerebro fetal y adulto, confirmando hallazgos previos que ya señalaban la 
importancia crítica de los enhancers en la organización de la transcripción durante el 
neurodesarrollo (Wenger y cols., 2013). Estos autores también demostraron la interacción en 
trans entre elementos reguladores distales y proximales en el locus del gen CACNA1C, 
sugiriendo la existencia de redes de mecanismos bioquímicos de regulación de elevada 
complejidad. 
No obstante, la escasa heredabilidad explicada por las asociaciones derivadas de estudios 
GWAS de gran potencia (Ripke y cols., 2013a; Schizophrenia Working Group of the 
Psychiatric Genomics Consortium, 2014), sumado a los pobres resultados de los estudios de 
secuenciación de exomas (Need y cols., 2012; Purcell y cols., 2014), sugiere la presencia de 
variantes genéticas de susceptibilidad de baja frecuencia localizadas en regiones no codificantes 
del genoma que, afectando a la expresión génica, contribuyen al riesgo a desarrollar 
esquizofrenia. En esta línea, el reciente estudio de Duan y cols., centrado en la búsqueda de 
variantes raras de predisposición a esquizofrenia que afectasen a la expresión del gen MIR137, 
uno de los genes más fuertemente asociados a esquizofrenia en los estudios GWAS pero sin 
resultados similares en los estudios de exoma, se basó en la secuenciación de casi 7 kb de 
regiones reguladoras alrededor de dicho gen en 2610 casos y 2611 controles (Duan y cols., 
2014). Para la selección de regiones reguladoras, los autores se basaron en las regiones 
accesibles del gen, de hipersensibilidad a DNasa (DHS) de las células neuronales presentes en la 
base de datos de ENCODE (SK-N-SH y NH-A) y de cerebro fetal, anotando estas secuencias 
seleccionadas en función de las marcas de histonas (tabla 1.8) como promotores (presencia de 
H3K4me3), enhancers (presencia de la marca H3K4me1) o insulators (cuando presentaban la 
marca represiva de CTCF, que aísla el efecto del enhancer). El análisis filogenético de las 
regiones reguladoras seleccionadas reveló unos niveles de variación genética similares a los 
esperados para variantes missense o frameshift, por lo que claramente eran regiones sometidas a 
selección purificadora. Este hecho refuerza nuestras hipótesis, ya señaladas en la presente 
discusión, acerca de una selección negativa que relega a la mayor parte de la variación con 
consecuencias funcionales a frecuencias no detectables por los estudios de GWAS basados en 
DL.  
 Los resultados del estudio de Duan y cols., además, mostraron una acumulación 





de promotores y enhancers, mientras que la significación desaparecía si se incluían las variantes 
en insulators (enriquecidas, además, en controles aunque no significativamente). Estos datos, a 
parte de la obvia interpretación del riesgo que conlleva esta variación reguladora en regiones no 
codificantes del gen, revelaron la importancia de analizar la acumulación de variantes raras en 
estas regiones en función de los elementos funcionales afectados, ya que muchas veces pueden 
tener tendencias contrapuestas, como en el caso. Sin la información de la caracterización 
funcional necesaria para dividir elementos activos y represores de la transcripción (basada en las 
distinta combinación de marcas histónicas), no se habría podido desvelar el riesgo asociado 
específicamente a las variantes en las regiones reguladoras activas. El estudio permitió, además, 
tras la identificación de una variante concreta en 11 casos y 0 controles, y su posterior 
genotipado en miles de casos independientes, demostrar la asociación de la misma con la 
esquizofrenia, describir el impacto que provocaba en la unión a TF y su funcionalidad 
bioquímica como enhancer específico de tejido. Por tanto, este estudio representa un ejemplo de 
cómo algunos genes asociados a esquizofrenia, pero sin variaciones en su secuencia codificante, 
pueden ejercer su predisposición a través de variantes reguladoras, menos agresivas que las 
codificantes, y que concuerdan en mayor medida con un fenotipo común en la población 
general, de forma similar a lo que se señalaba en el primer bloque de la introducción donde se 
contraponía el efecto de las mutaciones no sinónimas de TCF4 asociadas a un trastorno de 
fenotipo extremo como el PHS frente al de las variantes asociadas a esquizofrenia en el mismo 
gen a partir de estudios GWAS, de naturaleza no codificante. 
La razón fundamental que dio lugar al proyecto ENCODE fue la descripción y 
caracterización funcional de las regiones no codificantes (ENCODE Project Consortium, 2012). 
En este sentido, fue de gran relevancia para el presente trabajo la demostración de que los 
promotores se extienden simétricamente a ambos lados del TSS abarcando un promedio de 2,5 
kb (Birney y cols., 2007), y no únicamente upstream del TSS. Esta novedosa información fue 
asimilada en el trabajo aquí discutido, por lo que se amplificaron sistemáticamente las regiones 
reguladoras promotoras pertenecientes a genes candidatos en esquizofrenia en CNV y estudios 
de GWAS, siguiendo esas premisas mediante el procedimiento descrito (métodos). A pesar de 
la existencia de otras regiones alejadas del TSS de gran importancia para la regulación de la 
expresión génica, la selección de regiones promotoras representa una buena aproximación a la 
búsqueda de variantes reguladoras de susceptibilidad por su unívoca implicación en el control 
de la expresión del gen en que se localizan. En este sentido, las interacciones de elementos 
reguladores distales (como por ejemplo, enhancers) son más difíciles de identificar que las que 
implican elementos proximales (Gerstein y cols., 2012; Yip y cols., 2012). Por otro lado, los 
tagSNP en DL con las regiones 5'UTR, incluidas en gran medida en la nueva definición de 




otras categorías, incluidas las variantes exónicas (Schork y cols., 2013), lo que vuelve a 
demostrar la gran implicación de estas regiones en el riesgo asociado a esta enfermedad. 
En el trabajo aquí discutido se emplearon datos generados por el proyecto ENCODE 
(ENCODE Project Consortium, 2012; tabla 1.7), y recogidos en la base de datos de la 
herramienta RegulomeDB (Boyle y cols., 2012), para revelar un exceso de SNV raras en 
pacientes con esquizofrenia, a lo largo de las regiones secuenciadas, en aquellas posiciones de 
mayor predicción funcional. Esto es, para el caso, la calificación ―2‖ de RegulomeDB (tabla 
1.10), que implica la mayor evidencia de ser sitio de unión de factores de transcripción después 
de la categoría 1 (aquí no considerada por necesitar, además de los requisitos de la categoría 2, 
evidencias de eQTL, lo cual descarta de forma sistemática la inclusión de las variantes raras).  
La importancia de la variación reguladora y la eficacia de la herramienta RegulomeDB en 
la detección de la misma ya fue demostrada al revelarse que un 80% de las asociaciones 
detectadas en estudios GWAS de enfermedades complejas pueden interpretarse funcionalmente 
mediante esta herramienta (Schaub y cols., 2012). En el contexto de la esquizofrenia y las 
enfermedades psiquiátricas, estas evidencias han llevado a que, actualmente empiece a 
emplearse la base de datos de RegulomeDB, que integra los datos de ENCODE, en la 
interpretación de variantes funcionales. Un reciente estudio que analiza la variación rara en 26 
genes que codifican canales iónicos neuronales, incluyendo subunidades de los receptores 
GABA y los canales de calcio dependientes de voltaje, en trastorno bipolar, demostró que las 
variantes que afectan a sitios de unión de factor de transcripción según RegulomeDB situadas en 
promotores y enhancers estaban significativamente enriquecidas en casos (Ament y cols., 
2015). Este hecho contrastaba, además, con la menor importancia de las variantes codificantes 
de los mismos genes asociados, algo comparable a lo ocurrido con el gen MIR137 en el estudio 
de variantes reguladoras en esquizofrenia (Duan y cols., 2014). Igualmente, otros estudios han 
demostrado, mediante la utilización de los datos de ENCODE en RegulomeDB, la importancia 
de las asociaciones en regiones reguladoras. Tales trabajos, entre otros, describieron las 
asociaciones en esquizofrenia de variantes no codificantes en CTCF (Juraeva y cols., 2014), de 
variantes intrónicas en haplotipos del gen MLK1 (Luo y cols., 2014) o de un haplotipo de 
resistencia a antipsicóticos formado por variantes que interrumpen la unión de factores de 
transcripción en el gen PIP4K2A (Kaur y cols., 2014). 
Es interesante señalar que el riesgo asociado al grupo de variantes seleccionadas por ser 
RegulomeDB 2 (figura 4.12; OR = 1,92 (1,26 - 2,95) fue, además, superior  al riesgo medio de 
las variantes exónicas (OR = 1,12) en el mayor estudio de secuenciación de exoma hasta la 
fecha (Purcell y cols., 2014), para variantes todavía más raras (MAF < 0,001 y MAF < 0,005) 





codificantes de importancia reguladora, en enfermedades comunes como la esquizofrenia, 
respecto a las que alteran la secuencia aminoacídica, de forma análoga a lo ampliamente 
demostrado en variación común (Albert y Kruglyak., 2015; Cirulli y Goldstein, 2010; Gusev y 
cols., 2014; Maurano y cols., 2012; Roussos y cols., 2014). 
Por otro lado, en una segunda parte del presente trabajo, se analizaron las anotaciones 
epigenéticas relativas a los dos tejidos más implicados en el desarrollo de la esquizofrenia según 
los resultados del análisis del último GWAS en esquizofrenia (Schizophrenia Working Group of 
the Psychiatric Genomics Consortium, 2014), que situaban el mayor enriquecimiento de loci 
asociados a esquizofrenia en las regiones reguladoras de giro angular y lóbulo frontal medio, y 
las relativas a cerebro fetal, escogido siguiendo la hipótesis del neurodesarrollo, al escoger 
genes de CNV implicadas en este tipo de trastornos. Mediante este análisis, haciendo uso de los 
datos epigenéticos específicos para estos tejidos del proyecto Roadmap (Kundaje y cols., 2015), 
se observó un exceso de variantes raras en casos respecto a controles en aquellos estados 
represivos de la cromatina, y particularmente en aquellos de funcionalidad de represor 
Polycomb (tabla 4.6), caracterizados por la modificación histónica H3K27me3 y relacionados 
con genes homeóticos de importancia primordial en el desarrollo. En este sentido, la 
clasificación en 15 estados de la cromatina específicos de tejido propuesta por el proyecto 
Roadmap fue realizada en base a 5 modificaciones histónicas descritas de forma consistente 
para 127 tejidos (tabla 1.9), ampliando la información relativa a la importancia de las mismas 
ya destacada en los resultados del proyecto ENCODE (ENCODE Project Consortium, 2012). 
Fue, de hecho, en el proyecto ENCODE en el que se describió que las regiones reguladoras 
promotoras explicaban la mayor parte de la variabilidad en los niveles de expresión génica 
correlacionándose fuertemente con las marcas de acetilación y metilación en las histonas (r de 
Pearson = 0,9) y, en menor medida, con la unión de factores de transcripción (r de Pearson = 
0,81) (Dong y cols., 2012; Sanyal y cols., 2012; Thurman y cols., 2012). En general, las 
modificaciones activadoras (H3K27ac, H3K9ac, H3K4me3 o H3K4me2) explican la mayor 
parte de esta variación, aunque para un grupo reducido de elementos promotores, las marcas 
represivas (H3K27me3 o H3K9me3) son particularmente importantes a la hora de predecir los 
niveles de expresión, siendo ambas altamente dinámicas a lo largo de la vida.  
En el caso de nuestro estudio, el análisis inicial de enriquecimiento de las variantes en los 
distintos estados cromatínicos revela que nos encontramos ante la segunda situación, más 
infrecuente, pero coherente con el criterio de selección de genes implicados en el 
neurodesarrollo como los elegidos de estudios de CNV. Este análisis, reflejado en la tabla 4.6, 
pone de manifiesto que la división de las regiones secuenciadas en función de su estado 
epigenético es imprescindible para poder visualizar, de una forma más específica, la implicación 




utilidad precisamente en la búsqueda de variantes raras reguladoras en esquizofrenia (Duan y 
cols., 2014), pero que, con los actuales datos de Roadmap, permite un análisis de los estados 
epigenómicos mucho más pormenorizado. 
Además, en el presente trabajo, la combinación de las dos fuentes de información utilizadas 
(datos de DHS y de TFBS de ENCODE según RegulomeDB y datos epigenómicos de 
Roadmap) dio lugar a una diferencia todavía más significativa. En concreto, nueve de los 516 
pacientes esquizofrénicos y ninguno de los 516 controles existentes fueron portadores de 
variantes raras de potencial regulador de la expresión génica (RegulomeDB 2) y localizadas en 
regiones reprimidas de la cromatina en el estado represor Polycomb (tabla 4.7), una diferencia 
altamente significativa (P valor de prueba exacta de Fisher de dos colas= 0,0016, OR = 19,34, 
95% C.I. = 2,45-2495,26). De hecho, el riesgo atribuible a estas variantes, a pesar del moderado 
número de individuos analizados, supera al de muchas CNV, sugiriendo una importancia 
funcional mayúscula de estas variantes en lo que se refiere al riesgo asociado a esquizofrenia. 
Igualmente, el efecto de estas variantes es equiparable al de aquellas codificantes y de pérdida 
de función en los sets de genes más asociados en secuenciación de exoma (Purcell y cols., 
2014). 
Estas 9 variantes localizadas en regiones con esta funcionalidad particular de represores 
Polycomb con una alta evidencia de su importancia reguladora, se corresponden con 6 
posiciones situadas exclusivamente en los genes HNF1B y LHX1, pertenecientes a la deleción 
del locus 17q12. Esta CNV, además, se caracteriza por su muy significativa asociación no solo a 
esquizofrenia (OR = 6,24; P = 0,0072), sino a otros trastornos del neurodesarrollo como 
discapacidad intelectual (OR = 17,3; P = 1,4 x 10
-12
; Malhotra y cols., 2012) o autismo (OR = 
16; P = 0,01; Malhotra y cols., 2012), subrayando la implicación de la misma en el anormal 
neurodesarrollo cerebral. Los genes HNF1B y LHX1 codifican para factores de transcripción 
con estructura de homeodominio e implicados en el desarrollo de múltiples órganos, lo que 
explica que sus regiones promotoras se caractericen por el estado epigenético de represor 
Polycomb. HNF1B juega un papel importante en la segmentación de parte posterior del cerebro 
de los vertebrados durante el desarrollo (Chomette y cols., 2006; Pouilhe y cols., 2007; 
Sturgeon y cols., 2011; Sun y cols., 2001), algo muy relevante teniendo en cuenta la implicación 
del cerebelo, una de las estructuras anatómicas surgida de la parte posterior del cerebro, en la 
etiología de la esquizofrenia (Andreasen y Pearson, 2008; Shakiba, 2014). LHX1, por su parte, 
juega un papel importante en el control de la diferenciación de células de Purkinje en el cerebelo 
en desarrollo (Zhao y cols., 2007), así como en la diferenciación y función circadiana del núcleo 
supraquiasmático del hipotálamo (Bedont y cols., 2014). No obstante, su función ha sido 
estudiada más en profundidad en otros procesos de desarrollo tales como la nefrogénesis. 





Lokmane y cols., 2010), lo que implica la existencia de una fuerte relación entre ambos genes. 
Por lo tanto, un mecanismo común podría estar detrás del riesgo conferido por las nueve SNV 
raras con potencial regulador en los pacientes con esquizofrenia que alteran las funciones de 
represor Polycomb en ambos genes, por lo que la implicación de las modificaciones 
epigenéticas en la esquizofrenia y su relación con la secuencia de ADN debe ser entendida para 
poder discutir estos resultados (Feinberg, 2007). 
Son numerosas las evidencias que señalan a las modificaciones epigenéticas características 
de los distintos estados funcionales de la cromatina como factores de predisposición para el 
desarrollo de la enfermedad mental (Gavin y Sharma, 2010; Svrakic y cols., 2013). 
Particularmente numerosos son los estudios basados en la comparación de patrones de 
metilación de ADN en casos y controles sanos. Entre ellos, se incluyen la hipermetilación de los 
genes de las vías de GABA resultantes en neuronas corticales deficitarias en GABA en 
pacientes de esquizofrenia (Veldic y cols., 2004) o las diferencias de metilación de ADN en 
genes relevantes de importancia neurobiológica entre gemelos monocigóticos discordantes en 
esquizofrenia (Dempster y cols., 2011). Igualmente, Mill y cols reportaron patrones aberrantes 
de metilación en la secuencia de aproximadamente 100 loci asociados a  la esquizofrenia, 
sugiriendo una disfunción epigenética sistémica en lugar de casos aislados (Mill y cols., 2008). 
Por otra parte, un estudio relevante en esquizofrenia demostró que los genes con diferencias 
significativas en los patrones de metilación de ADN en humano respecto a chimpancé 
mostraban una clara asociación con las categorías funcionales propias de enfermedades 
características del linaje humano como "trastornos neurológicos", "trastornos psicológicos" o 
"cáncer" (Zeng y cols., 2012). 
Por otro lado, las modificaciones de histonas también han sido descritas en relación a la 
esquizofrenia, tal y como se demostró en varios estudios que encontraron niveles elevados de la 
enzima deacetilasa de histonas HDAC1 en muestras post mortem del cerebro en esquizofrenia 
(Benes y cols., 2008; Sharma y cols., 2008). En esta línea, cerebros post mortem de mujeres 
esquizofrénicas presentaron niveles reducidos de metilación activadora en H3K4 en el promotor 
de GAD67, que codifica una enzima clave para la síntesis de GABA que está regulada por la 
actividad neuronal (Benson y cols., 1994), con una concordante reducción de la expresión 
génica (Huang y cols., 2007). Las metilaciones H3K4me3 y H3K27me3, activadoras y 
represoras de la transcripción, respectivamente (Mikkelsen y cols., 2007), y estudiadas a fondo 
en el proyecto ENCODE (Dong y cols., 2012; Sanyal y cols., 2012; Thurman y cols., 2012), 
también han demostrado una importancia específica en la regulación de la transcripción durante 




La comparación sistemática de los niveles de las señales de H3K4me3 y H3K27me3, en las 
regiones promotoras (seleccionadas como 2000 pb alrededor del TSS) entre pacientes 
esquizofrénicos y controles sanos, identificó 22 genes cuya diferencia de expresión se 
correlaciona fuertemente con diferencias significativas de las señales H3K4Me3 y H3K27me3 
entre ambos grupos (Kano y cols., 2013). No obstante, los estudios relativos a modificaciones 
histónicas como factores de riesgo a enfermedades complejas son más recientes y todavía 
menores en número a los de metilación de ADN, dada la mayor sencillez metodológica de estos 
últimos. 
A pesar de las numerosas evidencias de la relación entre la alteración de los estados 
epigenéticos y la vulnerabilidad a enfermedades humanas, pocos estudios han centrado su 
investigación, hasta la fecha, en la influencia que ejerce la propia secuencia genética en la 
existencia de estos patrones epigenéticos modificados que condicionan la expresión y activación 
o silenciamiento de diversos genes. Esto es tremendamente importante, teniendo en cuenta que 
el estudio de las modificaciones epigenéticas entendidas como el mecanismo de interacción del 
ambiente con la cromatina, en lugar de como un producto de alteraciones en la propia secuencia 
de ADN, serviría para tratar de explicar la varianza asociada precisamente al ambiente. 
Precisamente, algunos trabajos recientes han sugerido que una gran parte de esas 
modificaciones histónicas u otras marcas epigenéticas que regulan los niveles de expresión 
tienen un origen eminentemente genético (Kilpinen y cols., 2013; McVicker y cols., 2013), y 
que, por tanto, es de enorme importancia el hecho de estudiar, junto con el epigenoma y los 
niveles de expresión, la variación genética que puede subyacer a estas alteraciones. Prueba de 
ello es que las variantes genéticas que afectan a elementos de regulación distales se relacionan 
tanto con cambios en la expresión como con modificaciones de la cromatina en las regiones 
promotoras de los genes que regulan (McVicker y cols., 2013). 
Uno de los mecanismos epigenéticos bien conocidos, que regulan la expresión génica en 
eucariotas sin la implicación directa de la secuencia de ADN, es la adición de grupos metilo 
(CH3) en la posición 5 de las citosinas, cuando éstas se encuentran unida a guanina formando 
dinucleótidos CpG, lo que provoca un silenciamiento de la expresión mediante la prevención de 
la necesaria unión de factores de transcripción y otras proteínas de unión al ADN, así como por 
el reclutamiento de proteínas inhibidoras del proceso de transcripción. A pesar de que este 
mecanismo se produce de forma general a lo largo de todo el genoma, hay tramos cortos 
conocidos como islas CpG, que generalmente se encuentran dentro o cerca de los sitios de inicio 
de transcripción y que presentan una alta proporción de dinucleótidos CpG no metilados, lo que 
favorece la expresión al dejar el ADN fácilmente accesible y disponible para la unión de los 
factores de transcripción necesarios (Blackledge y Klose, 2011). Dos tercios de las regiones 





visión "pasiva" de las islas CpG ha sido recientemente cuestionada y se ha demostrado que 
tienen un papel más activo en todo este proceso, siendo capaces de reclutar proteínas que 
promueven la generación de ambientes más favorables para la iniciación de la expresión génica 
(Blackledge y cols, 2010; Thomson y cols., 2010). Uno de los grupos de proteínas que las islas 
CpG son capaces de reclutar son las que constituyen los denominados complejos represores 
Polycomb. Este grupo de proteínas fueron descritas inicialmente en base al fenotipo 
"polycomb", a raíz de un ejemplar mutante de Drosophila melanogaster que presentaba 
patrones anormales de segmentación (Lewis, 1949). Por extensión, aquellos genes cuyas 
disrupciones provocaban este fenotipo fueron considerados del grupo de represores Polycomb 
(Margueron y Reimberg, 2011). Este grupo de proteínas son, por tanto, necesarias para la 
regulación negativa de estos genes homeóticos (Lewis, 1978),  es decir, aquellos que participan 
en el desarrollo de los organismos y que determinan la identidad de las partes individuales del 
embrión, imprescindible para la correcta segmentación del organismo, así como el 
mantenimiento de la expresión controlada de estos genes durante la edad adulta 
(Schuettengruber y Cavalli, 2009). 
En mamíferos, se han descrito dos grupos de proteínas del complejo represor Polycomb, 
PRC1 y PRC2, que habitualmente actúan conjuntamente para reprimir la transcripción 
posicionándose sobre secuencias específicas en los promotores (conocidas como PREs, del 
inglés Polycomb Response Elements). Sin embargo, aunque el mecanismo está claramente 
identificado en Drosophila, en mamíferos no hay una evidencia tan clara. De hecho, ni PRC1 ni 
PRC2 presentan componentes con capacidad de unión al ADN.A diferencia de la mayoría de los 
factores de transcripción, una clave del funcionamiento de los complejos Polycomb es que, a 
pesar de que están presentes ubicuamente en todas las células, su unión a un gen diana 
específico depende de terceros elementos (figura 5.6). 
El mecanismo por el cual se reclutan ambos PRC no se conoce al completo y las evidencias 
al respecto son todavía muy controvertidas (Schwartz y Pirrota, 2013). No obstante, se sabe que 
las islas CpG tienen capacidad para el reclutamiento de PRC2 (Lynch y cols., 2012; Mendenhall 
y cols., 2010), y que las proteínas EZH1 o EZH2 (esta última en mayor medida) son las 
responsables de la metilación H3K27me3 (Margueron y cols., 2008; Simon y Kingston, 2009). 
Esta modificación genera una compactación de la cromatina en esa región que imposibilita la 
transcripción (Grau y cols., 2011), al prevenir la acetilación en la misma lisina (H3K27ac), cuyo 
efecto es precisamente el contrario. Otro mecanismo propuesto para esta compactación es el que 
implica la unión preferencial de los integrantes de PRC1 a histonas con la modificación 
H3K27me3, por lo que PRC2 también contribuiría al reclutamiento de PRC1 (Ku y cols., 2008; 
Margueron y Reimberg, 2011). Sin embargo, también hay evidencias de su actuación de forma 




une a regiones PRE (Farcas y cols., 2012), se ha visto implicado en el  reclutamiento del 
complejo PRC1, demostrándose un mecanismo de actuación independiente de PCR2 (Farcas y 
cols., 2012). Otras proteínas de unión a ADN como YY1 o RIBP también se han visto 
implicadas en el reclutamiento del represor polycomb (Wilkinson y cols., 2006), que 
interaccionan con RING1 y RING2, los mismos factores implicados en la unión a la 
modificación H3K27me3. Finalmente, también hay varios indicios de que este complejo 
proceso de compactación esté favorecido en presencia de ARN no codificantes (Gupta y cols., 
2010; Tsai y cols., 2010), con capacidad para reconocer secuencias específicas y reclutar 
elementos de PRC1 y PRC2. Una reciente revisión señala, en esta dirección, la relevancia de 
todas las especies no codificantes de ARN en la regulación de los procesos epigenéticos y su 
relación con la cognición y las patologías neuropsiquiátricas (Butler y cols., 2016). Otro estudio 
reciente también demostró la subexpresión de un ARN no codificante, Gomafu, en corteza 
cerebral de ratones sometidos a estímulos ansiógenos, lo cual tendría implicaciones en los 
mecanismos de represión Polycomp por la interacción de Gomafu con PRC1. 
 
Figura 5. 6. Elementos que integran los complejos represores Polycomb y otros que intervienen en su 
reclutamiento y favorecen la compactación de la cromatina. 
 
 
En cualquier caso, todavía se desconoce gran parte del mecanismo de actuación de todos 
los elementos que intervienen en la represión del Polycomb. Lo que sí se conoce en mayor 
medida es la dinámica de estos estados represores Polycomb a lo largo de la evolución. Existen 





genoma y, por tanto, del dinamismo de los estados cromatínicos, consecuentes con los cambios 
transcripcionales producidos durante el desarrollo (Reik, 2007).  
Muchos genes reguladores del desarrollo en las células madre embrionarias se caracterizan 
por la trimetilación de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3), típica de las regiones transcritas, 
y, a su vez, por la trimetilación de la lisina 27de la histona H3 (H3K27me3), típica de las 
regiones reprimidas. La combinación de estas marcas histónicas de funcionalidades opuestas en 
los promotores de genes implicados en el desarrollo les confiere a los mismos un bivalencia 
para actuar frente a estímulos variados, así como una plasticidad necesaria para la diferenciación 
de las células madre embrionarias (Margueron y Reimberg, 2011). Según las clasificación de los 
estados de la cromatina referidos en la base de datos del proyecto Roadmap (tabla 1.9), los 
promotores bivalentes son equivalentes a los estados ―TSS Bivalente‖ (TssBiv) y ―Flanco de 
TSS/enhancer bivalente‖ (BivFlnk), que difieren únicamente en la intensidad observada en otra 
metilación, en este caso de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me1), característica de regiones 
enhancers (Kundaje y cols., 2015). Durante el proceso de diferenciación de las células madre en 
cada uno de los linajes específicos, algunos loci pierden las marcas represivas H3K27me3, lo 
que conlleva la activación de la transcripción provocada por una mayor apertura de la estructura 
de la cromatina. Otros loci, por el contrario, pierden la metilación H3K4me3, consolidando un 
estado represivo más estable mediante la mayor compactación de la cromatina, y descrito en la 
base de datos del Roadmap como los estados "Enhancer bivalente" (EnhBiv) y "Represor 
Polycomb" (ReprPC) (figura 5.7). La marca de enhancersH3K4me1, presente y ausente en el 
estado EnhBiv y ReprPC, respectivamente, si bien no altera la funcionalidad eminentemente 
represiva del estado bivalente, permite la rápida transición a otro estado activo bajo la presencia 
de determinados estímulos externos (Kundaje y cols., 2015; Margueron y Reimberg, 2011).  
En el estudio aquí discutido, las posiciones con variantes reguladoras en los genes HNF1B 
y LHX1 de 17q12, evolucionan hacia una represión mayor en tejido adulto, tal y como se 
describe a partir de los datos de Roadmap para la evolución de los estados de la cromatina desde 
las células madre embrionarias (figura 5.8). Por lo tanto, el proceso de diferenciación temprana 
que tiene lugar durante el desarrollo del sistema nervioso central y del cerebro podría verse 
afectado en los nueve portadores de las variantes reguladoras (RegulomeDB "2") mediante la 
interrupción de este proceso de represión, y aumentando, de este modo, el riesgo asociado a 
esquizofrenia. Esta hipótesis que se origina a la luz de los resultados obtenidos, es 
perfectamente coherente con el hecho de que la CNV 17p12 contribuye fuertemente a la 
susceptibilidad a diferentes trastornos del desarrollo neurológico, como la discapacidad 
intelectual o autismo, tal y como se comentó anteriormente (Malhotra y Sebat, 2012). Según 
esta premisa, el riesgo asociado a estos genes vendría de las  alteraciones en sus niveles de 




una inhibición de la represión en estados post-embrionarios (y con ello, una expresión indebida 
en estadios en los que debiera estar reprimida) asociada al riesgo a trastornos más comunes y 
propios de la edad adulta como la esquizofrenia. En esta línea, el primer estudio discutido en 
relación al TCF4 ya hacía referencia a la haploinsuficiencia como factor de riesgo a un 
síndrome severo como el PHS y a variantes reguladoras con posible efecto aumentador de la 
expresión como factor de riesgo a esquizofrenia. 
 
Figura 5. 7. Evolución de los estados bivalentes en células embrionarias pluripotentes a estados activos o 
reprimidos  en etapas posteriores del desarrollo. Figura adaptada de Margueron y Reimberg (2011). 
 
 
A pesar de lo novedoso de las hipótesis aquí presentadas en base a los resultados 
obtenidos, lo cierto es que recientes hallazgos en el contexto de la esquizofrenia apuntan a 
conclusiones parecidas. Hay suficientes evidencias como para poder afirmar que la 
remodelación de la cromatina mediante mecanismos de modificación de histonas juega un papel 
importante en el riesgo de esquizofrenia, y la genética representa un papel muy relevante a tenor 
de los datos aportados mediante diferentes fuentes como el estudio de mutaciones de novo, 
análisis de pathways o estudios de GWAS en esquizofrenia.  
En este sentido, un estudio reciente reveló la presencia de dos variantes de novo de 
pérdida de función (LoF) en un gen con función de metiltransferasa en histonas, SETDB1, en 
pacientes con esquizofrenia mediante secuenciación de exoma de 231 tríos de enfermos (Takata 
y cols., 2014), un hecho altamente improbable por azar que, además, se suma a otras evidencias 
en esta dirección. Adicionalmente, la combinación de los datos del estudio de Takata y cols. con 
estudios previos de secuenciación de exoma en tríos de esquizofrenia reveló que la función de 
"regulación de la cromatina" era la más significativamente enriquecida en un análisis realizado 





patogénicas (Takata y cols., 2014). Curiosamente, entre los genes que pertenecen a este 
conjunto sobre los que se realizó el análisis de enriquecimiento hay dos implicados en la 
represión Polycomb, BCORL1 y KDM2B, que presentan, además, una mutación missense de 
novo en un paciente con esquizofrenia en los estudios de Xu y cols. (Xu y cols., 2012a) y Girard 
y cols (Girard y cols., 2011), respectivamente. Ambos genes forman parte del complejo PRC1 
que interacciona con PRC2 silenciando la transcripción. En el caso del KDM2B, además, es una 
de las piezas claves en el reclutamiento de los elementos de PRC1 a las secuencias PREs 
(figura 5.6) (Farcas y cols., 2012; Schwartz y Pirrota, 2013). 
 
Figura 5. 8. Evolución de los estados de la cromatina durante el desarrollo basado en los datos del proyecto 
Roadmap Epigenomics. La representación de las líneas de células madre embrionarias (ESC) está basada en las 
marcas de modificación de histonas más comunes en las ocho líneas de ESC descritas en Roadmap (H1, H9, HUES6, 
HUES48, HUES64, ES-I3, ES-WA7 y UCSF-4star). Para el estudio del dinamismo de los estados de la cromatina 
durante el neurodesarrollo, se seleccionaron tres derivados de las células ESC diferentes de relevancia para el 
desarrollo del sistema nervioso central: células CD56+ de ectodermo derivadas de hESC, como una representación 
del ectodermo, y células de progenitor neuronal derivadas de ESC H1 y H9 como representantes de la etapa de 
progenitor neuronal. Ambas células progenitoras neuronales presentan las mismas marcas de histonas que se 
representan en la figura. Los tejidos de cerebro fetal (masculino y femenino) así como los tejidos adultos de giro 
cingulado y lóbulo frontal medio, se representan individualmente. 
 
 
McCarthy y cols. llegaron a conclusiones similares tras el estudio de secuenciación de 57 
tríos en esquizofrenia (McCarthy y cols, 2014), y en el que encontraron un exceso de 
mutaciones de novo LoF en genes implicados en la organización de la cromatina. Además, por 
otra parte, los autores extendieron estos hallazgos a los trastornos del neurodesarrollo 
relacionados, tales como trastornos del espectro autista o discapacidad intelectual, después de un 
análisis conjunto con datos de los estudios de secuenciación de exoma anteriormente realizados 




Otra prueba que señala a la alteración de la función de remodelación de la cromatina como 
un factor de riesgo para los trastornos psiquiátricos procede del análisis conjunto de los 
resultados de estudios de GWAS relativos a esquizofrenia, trastorno bipolar y depresión mayor, 
mediante el que se identificaron las funciones "metilación de las histonas H3-K4" y "metilación 
de histonas‖, en general, como los pathways comunes más significativamente asociados al 
conjunto de estos trastornos en variación genética común (Network, T. & Pathway Analysis 
Subgroup of the Psychiatric Genomics Consortium, 2015). Información adicional acerca de la 
expresión génica condujo, igualmente, a la sugerencia de que la asociación a estos trastornos 
está impulsada principalmente por aquellos genes responsables de la metilación de histonas 
expresados principalmente durante la diferenciación neuronal y la determinación del tipo celular 
final. De nuevo, se llega a un escenario en el que un estudio conjunto utilizando diferentes 
fuentes de información vincula las diferencias de expresión, mediadas por variantes genéticas en 
regiones reguladoras no codificantes y que alteran los mecanismos epigenéticos, a la 
susceptibilidad a trastornos del neurodesarrollo como la esquizofrenia. De acuerdo con esto, 
Finucane y cols. desarrollaron un método para la partición de la heredabilidad basada en la 
contribución poligénica de las diferentes categorías funcionales de variantes en diferentes tipos 
celulares, teniendo en cuenta el efecto de desequilibrio de ligamiento en cada uno de los SNP 
implicados. La aplicación de este método para el mayor GWAS de esquizofrenia hasta la fecha 
(Finucane y cols., 2015) demostró un fuerte enriquecimiento de la proporción de la 
heredabilidad asociada a la esquizofrenia que se explicaba por aquellos SNP situados en los 
picos de ChIP-seq para la modificación histónica H3K4me3 en cerebro fetal a partir de los datos 
de ENCODE. 
Finalmente, los loci más asociados a esquizofrenia en estudios GWAS también mostraron 
una implicación de los represores Polycomb en la etiología de la enfermedad. EZH2, que 
codifica para un metiltransferasa de histonas en el complejo PRC2, y que es la responsable de la 
trimetilación de la lisina 27 de la histona H3, H3K27me3 (Simon y Kingston, 2009), es una de 
las dianas experimentalmente validadas del gen asociado a esquizofrenia en los estudios más 
representativos MIR137 (Ripke y cols., 2013a; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric 
Genomics Consortium, 2014), tal y como se observó en la neurogénesis en ratón durante la edad 
adulta (Szulwach y cols., 210). Este hecho es consistente con el incremento en el nivel de EZH2 
en líneas celulares linfoblastoides de pacientes con discapacidad intelectual asociado a la 
microdeleción en 1p21.3, que afecta a los genes DPYD y MIR137 (Willemsen y cols., 2011), 
ambos implicados en la etiología de la esquizofrenia. Precisamente, EZH2 está presente en las 
señales de ChIP-seq para las posiciones de 8 de las 9 variantes de nuestro estudio (tabla 4.7). A 
pesar de que este factor no tiene capacidad reconocida de unión a ADN, su presencia asociada a 





H3K27me3 propia de represor Polycomb que caracteriza a estas regiones promotoras. De este 
modo, dada las recientes evidencias discutidas, es altamente probable que el mecanismo de 
reclutamiento de elementos de PRC1 y PRC2, y la consecuente metilación H3K27me3 que 
favorece la compactación de la cromatina, se vean afectados por estas mutaciones en posiciones 
de alta importancia reguladora (evidencias experimentales de una alta funcionalidad a raíz de 
estudio ChIP-seq, entre otras cosas, que llevan a una categoría RegulomeDB "2").  
De hecho, varios estudios recientes han consolidado la influencia que presenta la alteración 
de los mecanismos de represión Polycomb en esquizofrenia o enfermedades relacionadas. 
Precisamente el gen EZH2 ha demostrado estar directamente asociado a autismo en población 
China en la variante rs6464926 (Li y cols., 2016a), que, además, es un eQTL descrito en la base 
de datos de Braineac (http://www.braineac.org) que influye en la expresión del gen en varias 
regiones cerebrales. No obstante, es necesario señalar que los resultados del trabajo de Li y cols. 
son preliminares, teniendo en cuenta el reducido tamaño muestral empleado. Otro estudio reveló 
una subexpresión en esquizofrenia de los microRNA de la familia MIR320, que tienen como 
una de las dianas validadas a EZH2 (Vachev y cols., 2016). La subexpresión de este gen, de 
hecho, se ha visto implicada en la migración neuronal anormal debida a la consecuente 
sobreexpresión de relina (un gen cuya alteración de la expresión se asocia a desórdenes en el 
neurodesarrollo (Franco y cols., 2011)) de forma ectópica que provoca la interrupción de los 
mecanismos de represión Polycomb sobre este gen en ausencia de EZH2 (Zhao y cols., 2015). 
Es interesante señalar que la implicación del represor Polycomb en la etiología de la 
esquizofrenia, a tenor de los estudios discutidos así como del presente trabajo, permite 
hipotetizar acerca los indicios de epidemiologías contrapuestas de esquizofrenia y cáncer 
(Grinshpoon y cols., 2005). En este sentido, EZH2 se emplea como marcador de la agresividad 
de los tumores de próstata y pecho, por la comprobada relación de su sobreexpresión con la 
progresión tumoral (Kleer y cols., 2003; Varambally y cols., 2002). De este modo, se podrían 
entender los resultados de los estudios que apuntan a una protección frente a cáncer de los 
pacientes esquizofrénica (Eskandari y cols., 2015; Lin y cols., 2013a). Son especialmente 
interesantes, desde el punto de vista de la genética, aquellos que encuentran esa protección en 
familiares de enfermos psiquiátricos (Ji y cols., 2013). En cualquier caso, dada la elevada 
poligenicidad de estos trastornos, esta hipótesis es todavía una mera especulación. 
La principal limitación del presente trabajo es el hecho de no haber podido estudiar 
sistemáticamente todos los genes en las regiones de CNV implicados en el riesgo de 
esquizofrenia, así como la totalidad de genes relativos a loci asociados a la enfermedad en los 
estudios GWAS. Por otra parte, también hay que señalar, tal y como se describe en el apartado 




a los TSS de los diferentes tránscritos de cada gen seleccionado. A pesar de estos límites 
impuestos por razones eminentemente económicas, se ha demostrado que la estrategia de 
integración de los datos generados por dos grandes proyectos de reciente publicación, ENCODE 
y Roadmap, en el análisis de la variación no codificante, es altamente exitosa. Ésta es 
demostrable en tanto que las asociaciones encontradas revelan un riesgo superior al atribuible a 
las regiones codificantes, a pesar de que esos estudios tuvieran una potencia estadística 
francamente superior (Need y cols., 2012; Purcell y cols., 2014). Nuestra estrategia aquí 
discutida ha llevado, además, a la identificación de la remodelación de la cromatina, 
específicamente en lo que respecta a los estados represores Polycomb en 17q12, como un 
mecanismo implicado en la etiología de la esquizofrenia, y reivindica un mayor número de 
estudios acerca de los elementos de regulación represores Polycomb como factores de riesgo en 
el origen de los trastornos psiquiátricos y del neurodesarrollo. Si se validan con muestras 
adicionales, los hallazgos destacados en nuestro estudio podrían ser considerados como una 
prueba de concepto para el análisis de la variación no codificante en relación con la 
susceptibilidad a esquizofrenia, y especialmente relevante teniendo en cuenta la transición 
prevista de los estudios de secuenciación de regiones codificantes a aquellos que engloben la 






5.4. ESTUDIO IV. ANÁLISIS DE TRANSCRIPTOMA DE GIRO CINGULADO EN 
ESQUIZOFRENIA. ESTUDIO DE VARIACIÓN GENÉTICA Y DIFERENCIAS DE 
EXPRESIÓN EN CEREBRO 
 En el cuarto y último de los trabajos aquí presentados, se secuenció el transcriptoma de 
giro cingulado de 31 enfermos de esquizofrenia y 26 controles para realizar una análisis de 
expresión diferencial entre ambos grupos y un estudio de la variación genética en relación a los 
resultados del primero. En el estudio, realizado en gran parte en la Columbia University (Nueva 
York), se emplearon muestras bien caracterizadas del Stanley Research Medical Institute 
(SMRI), una institución sin ánimo de lucro que ha servido de muestras de gran calidad a 
estudios relevantes en esquizofrenia y otros trastornos psiquiátricos (Karlsson y cols., 2001; 
Sekar y cols., 2016; Tkachev y cols., 2003; Torrey y cols., 2005). En éste, se reveló una 
sobreexpresión de genes de astrocitos y subexpresión de genes de neuronas en esquizofrenia 
(figura 4.14), la presencia de variantes genéticas en casos que afectan a genes de neuronas 
específicos del neurodesarrollo (figura 4.29) y finalmente, un enriquecimiento de variantes en 
genes de astrocitos (tabla 4.15) en casos que explican parte de la variación de expresión 
observada en estos genes (tabla 4.18). 
 
5.4.1. Discusión metodológica 
 Respecto al análisis de expresión, en primer lugar, es necesario señalar que el presente 
estudio de expresión se realizó en base a una hipótesis previa. Los perfiles de expresión en las 
regiones del cerebro humano se organizan de forma robusta en módulos de coexpresión que 
reflejan composición celular subyacente al tejido cerebral, lo que proporciona una nueva base 
para explorar las diferencias moleculares que distinguen a tipos celulares específicos y procesos 
funcionales implicados en las enfermedades de la mente humana(Oldham y cols., 2008).Dada la 
naturaleza de la esquizofrenia como enfermedad del neurodesarrollo (Najas-García y cols., 
2014; Rapoport y cols., 2012), sumado a las evidencias que implican a los distintos tipos 
celulares (Bloomfield y cols., 2015; Catts  y cols., 2014; Lewis y cols., 2005; Tkachev y cols., 
2003) y módulos de genes coexpresados (de Jong y cols., 2012; Mistry y cols., 2013b; Ren y 
cols., 2015) en la etiología de esta enfermedad, en este trabajo se analizaron las diferencias de 
expresión en los transcriptomas de casos esquizofrénicos y controles sanos comparándolas con 
los módulos espaciotemporales de genes coexpresados en cerebro durante el neurodesarrollo 
descritos previamente (Hawrilycz y cols, 2012; Miller y cols,. 2014), profundizando en la 
naturaleza específica de los tipos celulares más implicados con el análisis de los genes 





 Esta estrategia contrasta con la escogida por la mayoría de estudios relacionados, en los 
que se compara la expresión de los cientos de sets funcionales de genes definidos en bases de 
datos como KEGG (Kanehisa y Goto, 2000), BioCarta (Nishimura, 2001) o  Gene Ontology 
(Ashburner y cols., 2000), sin ninguna hipótesis previa. A pesar de que esta estrategia agnóstica 
presenta la ventaja de considerar todas las posibilidades funcionales por igual, presenta muchos 
inconvenientes. Ya en estudios de GWAS, se sugirió la estrategia de análisis de datos en base a 
sets de genes preseleccionados, para evitar la corrección excesiva por múltiples pruebas 
intrínseca a las estrategias libres de hipótesis previas (Askland y cols., 2012), por lo que fue 
empleada con éxito en análisis de variantes en estudios posteriores (Costas y cols., 2013), e 
incluso en el estudio de exoma en esquizofrenia más importante hasta la fecha (Purcell y cols., 
2014). Igualmente, en el ámbito de las enfermedades mentales, la utilización de pathways o sets 
comunes de genes se halla cuestionada porque la mayoría de los mismos fueron descritos en 
base a tejidos más disponibles, lo que podría conllevar una peor anotación de los sets en cerebro 
(Wang y cols., 2010b). Este hecho contrasta con el actual conocimiento de los patrones de 
coexpresión durante el desarrollo gracias a proyectos como BrainSpan (www.brainspan.org). 
 En segundo lugar, existen diferencias metodológicas importantes que se deben destacar 
en nuestro estudio de expresión respecto a la mayor parte de los realizados. Por un lado, el 
mapeo de lecturas frente al genoma de referencia se realizó con STAR (Dobin y cols., 2013), un 
software libre, de reciente desarrollo y de código abierto que es 15-20 veces más rápido que los 
demás programas más empleados, presenta menos falsos positivos, consigue unos valores de 
precisión equiparables a los del programa TopHat (Trapnell y  cols., 2009) y detecta mayor 
número de uniones de splicing (Wang y cols., 2014). Probablemente por estas razones, STAR es 
el software recomendado por el Broad Institute en el análisis de datos de RNA-seq. Por otra 
parte, la diferencia de expresión de los genes entre casos y controles se evaluó basándose en 
recuentos de lecturas, en lugar de medidas normalizadas de RPKM o FPKM, ya que se ha 
demostrado recientemente que esta estrategia es más precisa cuando se buscan diferencias de 
expresión a nivel gen, en lugar de tránscrito (apartado 1.3.2.1). Zhang y cols. compararon los 
programas DESeq, EdgeR y Cufflinks, siendo este último no recomendado para el análisis de 
expresión diferencial a nivel de gen, sobre todo si la profundidad de lectura es baja. Por el 
contrario, el empleo de EdgeR se demostró preferible para el análisis de la expresión diferencial 
a expensas de introducir potencialmente más falsos positivos, mientras que DESeq presentó los 
niveles más bajos de falsos positivos (Zhang y cols., 2014b). En el presente trabajo, para una 
mayor robustez de los resultados, sólo aquellos concordantes en ambos software fueron 
incluidos.  
 En el análisis de las diferencias de expresión entre casos y controles en los módulos de 





herramientas: GSEA (Subramanian y cols., 2005) y CSEA (Xu y cols., 2014). La primera fue la 
principal utilizada por su mayor potencia a la hora de analizar los datos, ya que utiliza la 
totalidad de los valores de expresión para buscar enriquecimiento en las listas de genes 
introducidas. De este modo, se utilizan todas las diferencias de expresión (y no solo aquellas 
significativas) para hallar la magnitud del enriquecimiento en los grupos de genes de los 
módulos de coexpresión o de líneas celulares. Por contrapartida, la herramienta de CSEA nos 
permite realizar un análisis del enriquecimiento espaciotemporal en el tipo celular y la región 
cerebral durante el desarrollo más detallado. Sin embargo, en ésta sólo se puede introducir listas 
de genes como inputs para hallar el enriquecimiento, por lo que, en nuestro estudio, esta 
herramienta fue empleada principalmente como confirmación de las observaciones halladas en 
GSEA mediante la utilización, exclusivamente, de los genes pertenecientes a los loci DE. 
Además, es necesario señalar que, a la hora del análisis de enriquecimiento en un tipo celular, 
no hubo datos de microglía, por lo que este tipo no pudo ser estudiado en profundidad como sí 
se hizo con astrocitos y oligodendrocitos. 
 Finalmente, nuestro estudio hizo uso de la exposición a medicación antipsicótica a lo 
largo de la vida, en base a los valores entregados por el SMRI, para discernir entre los genes 
correlacionados y aquellos que no se correlacionan con la medicación. Para ello, se realizó un 
estudio de correlación utilizando una metodología estadística muy potente como el bootstrap 
(Efron y Tibshirani, 1993) para el cálculo de intervalos de confianza en base a las correlaciones 
entre expresión génica y las dosis de mediación administradas. En este sentido, es importante 
señalar que la medicación antipsicótica es uno de los factores considerados de mayor 
interferencia en el análisis de expresión en esquizofrenia (Crespo-Facorro y cols., 2015; Martin 
y cols., 2015; Tan y cols., 2014), por lo que la implementación de una metodología que permita 
la selección de genes cuya variación en los niveles de expresión no se vea afectada por la 
medicación es de importancia mayúscula para el estudio de esta enfermedad. Sin embargo, lo 
inverso no tiene por qué ser cierto. Es decir,  la correlación entre la medicación de por vida y la 
expresión génica podría ser de origen indirecto, y de este modo enmascarar los posibles cambios 
de expresión en determinados genes debidos a la condición de la enfermedad por el mero hecho 
de que los pacientes con dosis de los medicamentos más altas fuesen probablemente los 
fenotipos esquizofrénicos más graves. Bajo este escenario, los resultados obtenidos son 
conservadores, permitiendo desvelar cambios de expresión no causados por la medicación pero 
no descartar otros no visibles en los genes no correlacionados debido a las posibles asociaciones 
indirectas. 
 Otras variables de influencia demostrada en la expresión de numerosos genes en cerebro 
como el consumo de alcohol (Liu y cols., 2006a) o drogas de abuso (Torres y Horowitz, 1999), 




I). Sin embargo, éstas han demostrado estar significativamente correlacionadas, a su vez, con la 
medicación antipsicótica, observándose dosis mayores de medicación en aquellos pacientes 
menos consumidores de alcohol y otras drogas, y viceversa (figura 3.8). De esta forma, su 
dependencia en los niveles de expresión quedaría englobada en la correlación con la 
medicación, permitiendo un análisis de los resultados de expresión libre de influencias externas, 
al referirse a aquellos no correlacionados. 
 
5.4.2. Discusión del análisis de expresión 
 Mediante esta metodología descrita, un total de 1876 loci de 22386 con expresión 
detectable, definida como RPKM > 0,3 (Ramsköld y cols., 2009), se hallaron diferentemente 
expresados en esquizofrenia en las muestras de giro cingulado, estando 174 (9,2%) de ellos no 
correlacionados con la medicación. El análisis en GSEA para los módulos de expresión 
demostró una  subexpresión y sobreexpresión de módulos enriquecidos en genes de neuronas y 
astrocitos (Hawrylycz y cols., 2012; Miller y cols., 2014), respectivamente, cuya significación 
se mantuvo incluso al eliminar los genes correlacionados con la medicación (figura 4.14), y se 
consolidó en análisis en sets de tipos celulares en estudios de distinta naturaleza metodológica 
(Cahoy y cols., 2008; Zhang y cols., 2014a). El análisis de CSEA reveló que los 95 loci DE 
sobreexpresados en esquizofrenia mostraron un fuerte enriquecimiento en líneas celulares de 
astrocitos corticales y un enriquecimiento en células gliales cerebelares (figura 4.19). Los 79 
genes DE subexpresados, por el contrario, no revelaron los enriquecimientos esperados en líneas 
celulares neuronales (figura 4.21). No obstante, la no confirmación en CSEA de los resultados 
en GSEA no nos indican que no exista esa relación. Por una parte, la eliminación de genes 
correlacionados con la medicación podría conllevar la eliminación igualmente de aquellos 
correlacionados indirectamente. Por otra, tal y como hemos señalado anteriormente respecto a 
las limitaciones de esta técnica, sólo los genes de 174 loci DE no correlacionados con la 
medicación se utilizaron como input de entrada en comparación con la totalidad de los 2104 loci 
no correlacionados empleados por GSEA, y a diferencia de CSEA, en esta última sí se considera 
el orden en el enriquecimiento de los mismos. Los resultados de CSEA, de hecho, sí son 
significativos al incluir la totalidad de genes subexpresados (figura 4.20), ganando mayor 
potencia, y confirmando la tendencia observada en GSEA tanto para genes dependientes como 
independientes de la medicación administrada. 
 Esta asociación bimodal en genes de astrocitos y otras células gliales y genes de 
neuronas ya ha sido descrita anteriormente en autismo (Voineagu y cols., 2011; Xu y cols., 
2014). En el trabajo de Voineagu y cols. se identificó, por un lado,  un módulo de coexpresión 





como FOX1, y otro módulo sobreexpresado en cerebros de autismo enriquecido en genes de 
respuesta inmune y en marcadores de astrocitos y de microglia activada. Resultados similares 
fueron obtenidos, posteriormente, por Xu y cols., quienes además implementaron por primera 
vez la técnica de CSEA en datos de expresión de autismo (Xu y cols., 2014). Estos autores 
obtuvieron resultados parecidos a los aquí presentados, mostrando una subexpresión en genes 
neuronales en contraposición a la sobreexpresión en líneas celulares de astrocitos corticales e 
inmunológicas. Dada la similitud con estos resultados, nuestro estudio permite establecer un 
fuerte vínculo entre esquizofrenia y autismo en relación a los patrones de expresión observados 
en cerebro post mortem. Este solapamiento se suma a las numerosas evidencias que apuntan a la 
etiología genética común de estos trastornos (Carroll y Owen, 2009), sobre todo referidas a la 
haploinsuficiencia de genes contenidos en variantes estructurales como las CNV (Malhotra y 
cols., 2012; Rees y cols., 2013), y que fundamentan la noción de la esquizofrenia como 
trastorno del neurodesarrollo (Rapoport y cols., 2012). Es interesante señalar, además, que estos 
resultados bimodales integran en cierto modo las hipótesis neuroquímicas e inflamatorias 
propuestas en relación al origen de la esquizofrenia (apartado 1.1.6), aunque, obviamente, se 
trate de una simplificación que probablemente omita muchos factores a tener en cuenta. 
 En relación a los genes específicos de neuronas hallados subexpresados en 
esquizofrenia en este trabajo, son varios los estudios que han reportado con anterioridad 
hallazgos de alteraciones en la transmisión neuronal y en la arquitectura celular de la sinapsis en 
el contexto del neurodesarrollo en esquizofrenia (Johnson y cols., 2008; Hayashi-Takagi y  
Sawa, 2010). En este sentido, la esquizofrenia ya ha sido, desde hace años, caracterizada por 
una disfunción de la sinapsis en distintos tipos neuronales (Owen y cols., 2005b). Los estudios 
de expresión al respecto han demostrado, igualmente, una consistente subexpresión en 
esquizofrenia de los genes con importante actividad neuronal (Harrison y Weinberger, 2005; 
Hoftman y cols., 2015; Lewis y cols., 2005). El reciente estudio de Hoffman y cols. demostró, 
además, que las alteraciones de expresión de los genes del sistema gabaérgico en corteza 
cerebral de esquizofrenia no son consecuencia de los efectos acumulativos de la enfermedad, 
sino que es probable que se originen durante las etapas del desarrollo que preceden a la eclosión 
de la enfermedad (Hoftman y cols., 2015). En el estudio aquí discutido en giro cingulado en 
esquizofrenia, se replicaron las mismas tendencias: subexpresión de genes neuronales (figura 
4.14 - 4.15) y aquellos implicados en procesos sinápticos (figura 4.16); pero, además, se 
demostró que ésta no es producto de la medicación antipsicótica a pesar de la influencia que los 
medicamentos pudieran ejercer sobre la expresión (Crespo-Facorro y cols., 2015; Martin y cols., 
2015). 
 Respecto a los genes relacionados con células gliales (principalmente astrocitos) 




son bastante contradictorios en relación a la direccionalidad de las diferencias de expresión 
(Bernstein y cols., 2015). Mientras que la subexpresión de genes neuronales en esquizofrenia es 
un hecho más consolidado, en genes específicos de células gliales se ha descrito tanto 
subexpresión como sobreexpresión de los mismos (Bernstein y cols., 2015; Catts y cols., 2014; 
Katsel y cols., 2011). En los resultados aquí presentados, los genes de los módulos de 
coexpresión M10 (Hawrylycz y cols) y C38 (Miller y cols., 2014) se encontraron claramente 
regulados al alza, siendo ambos altamente enriquecidos en genes de astrocitos en las 
descripciones de sus respectivos trabajos. Este enriquecimiento se confirmó tanto en genes de 
líneas celulares cerebrales en GSEA como en el estudio de aquellos genes DE sobreexpresados 
mediante CSEA (figura 4.19). Los enriquecimientos observados reflejan, además, una 
distribución muy clara de los genes de astrocitos en el extremo de genes sobreexpresados 
(ANEXO XI). De hecho, el análisis de estos genes reveló un enriquecimiento en aquellos 
característicos de glía de Bergmann y oligodendrocitos de cerebelo, además de astrocitos de 
cortex y cerebelo, teniendo en cuenta los genes no correlacionados con la medicación. Sin 
embargo, en el análisis de tipos celulares en GSEA sólo se observaron las asociaciones con 
astrocitos, por lo que la evidencia con estos últimos es más consistente. Estos hallazgos, 
refuerzan los resultados de otros estudios anteriores que sugieren una implicación sistemática de 
estas líneas celulares en la etiología de la esquizofrenia mediada por anomalías en estos tipos 
celulares (Bernstein y cols., 2009; Bernstein y cols., 2015; Catts y cols., 2014; Katsel y cols., 
2011; Patterson, 2009) 
 La células de la glía, en este sentido, están empezando a ser consideradas en el mismo 
nivel de importancia que las neuronas en el estudio de las enfermedades psiquiátricas, en tanto 
que recientes estudios han implicado a este tipo de células en varias funciones del cerebro que 
son altamente relevantes para los trastornos neuropsiquiátricos (Eroglu y Barres, 2010; Fields, 
2008; Graeber, 2010; Sanacora y Banasr, 2013; Volterra y Meldolesi, 2005; Woodbury-Fariña y 
cols., 2014). A raíz de lo publicado actualmente, se ha postulado que astrocitos, microglia y 
oligodendrocitos pueden contribuir al desarrollo de trastornos psiquiátricos como la 
esquizofrenia o la depresión (Bernstein y cols., 2015; Patterson, 2009). Las principales 
evidencias al respecto provienen de los estudios de expresión, donde cada uno de los tipos 
celulares ha mostrado niveles alterados en esquizofrenia.  
En particular, los oligodendrocitos han sido implicados desde hace años en la 
patofisiología de la esquizofrenia debido a que desempeñan el importante cometido de formar 
la vaina de mielina en el SNC. Alteraciones de la mielina se han implicado en el deterioro 
cognitivo y en el envejecimiento acelerado del cerebro propio de la esquizofrenia, así como en 
la plasticidad sináptica (Fields, 2005; Kochunov y cols., 2013). En un artículo reciente, se 





esquizofrenia, influyen en la mielinización al cambiar la actividad independiente de los 
oligodendrocitos por otra dependiente de la actividad neuronal de liberación de glutamato sobre 
los receptores NMDA (Lundgaard y cols., 2013). En varios estudios, se ha demostrado una 
reducción de la densidad de oligodendrocitos en la esquizofrenia que no se limita a la materia 
blanca cerebral, sino que también tiene lugar en la materia gris, incluyendo áreas corticales (Hof 
y cols., 2003) o del hipocampo (Schmitt y cols., 2009). Del mismo modo, numerosas evidencias 
sugieren que las alteraciones en el perfil de expresión de genes de oligodendrocitos observadas 
en esquizofrenia contribuyen a la etiología de la enfermedad (Goudriaan y cols., 2013; 
Bernstein y cols., 2015).  
A pesar de que los resultados de CSEA sí apuntan a las líneas celulares de 
oligodendrocitos como unas de las enriquecidas en genes sobreexpresados en el presente 
trabajo,  en GSEA no se observó esta tendencia ni en genes propios de líneas celulares de 
oligodendrocitos (Zhang y cols., 2014a) ni de módulos de coexpresión característicos de éstos 
(Hawrylycz y cols., 2012). Una de las principales razones de esta inconsistencia podría serla 
gran influencia que ejerce la medicación sobre los genes de oligodendrocitos, como por ejemplo 
en el caso del Haloperidol, que contribuye a la reducción de la densidad de este tipo celular 
bloqueando la formación de oligodendrocitos maduros (Ren y cols., 2013). Es importante tener 
en cuenta que, del mismo modo que mediante el análisis de correlación entre medicación y 
expresión génica se pueden detectar anomalías probablemente debidas a la medicación, no se 
detectarían otros posibles efectos de la misma que, precisamente, corrigiesen anomalías propias 
de la enfermedad. En este sentido, todo parece indicar que la influencia de la medicación en 
nuestras muestras podría haber provocado este escenario en lo que se refiere a la expresión de 
genes de oligodendrocitos, tal y como sugiere el análisis en CSEA del total de genes expresados 
en giro cingulado e inversamente correlacionados con la medicación (figura 5.10; ANEXO 
LV), donde se alcanzan altos valores de significación como en oligodendrocitos de corteza 
cerebral. (FDR-q = 2,78 x 10
-20
 para pSI de 0,05). Además, en coherencia con las evidencias que 
sugieren siempre una reducción de la densidad de oligodendrocitos con la medicación (Ren y 
cols., 2013), ningún tipo celular se encuentra significativamente enriquecido cuando se analiza 
el total de genes directamente correlacionados con la medicación (ANEXO LIII-LIV). Por ello, 
es probable que la medicación contribuyera a la recuperación de los niveles normales de estos 
genes, equiparándolos a los de los controles sanos. 
Las microglías, células neurogliales con capacidad fagocitaria que forman el sistema 
inmunitario del sistema nervioso central, ya se describieron anteriormente como asociadas a los 
procesos de neuroinflamación en varias regiones del cerebro en pacientes de esquizofrenia 
(Bloomfield y cols., 2015; Catts y cols., 2014; Takahashi y Sakurai, 2013), lo que ha conducido, 




y cols., 2015, Müller y cols., 2012). En nuestro estudio, el análisis de CSEA no incluyó este tipo 
celular, por lo que, sumado a la ausencia de enriquecimiento en GSEA (figura 4.15) a partir de 
los datos de líneas celulares (Zhang y cols., 2014a), no existen evidencias que sugieran la 
posible implicación de estas células en giro cingulado en esquizofrenia 
 
Figura 5. 9. Enriquecimiento en tipo celular (CSEA) de los genes expresados en giro cingulado (RPKM > 0,3) e 
inversa y fuertemente correlacionados (FDR-p < 10-5) con la medicación. En el ANEXO LV se encuentran todos 
los valores de significación para cada uno de los casos analizados y en todas las regiones consideradas. 
 
 
La evidencia más significativa en el presente estudio de expresión, tal y como hemos 
señalado, es la que implica una sobreexpresión de los genes de astrocitos en esquizofrenia, con 
independencia de la medicación y en todos los análisis realizados. Actualmente, se considera de 
enorme importancia el rol de los astrocitos en el funcionamiento del cerebro. Los astrocitos se 
aceptan actualmente como elementos cruciales en diversas funciones como el suministro de 
sustratos para el metabolismo de energía a neuronas y oligodendrocitos, el control del agua 
extracelular, la homeostasis de electrolitos, la expresión de neuromoduladores, la regulación de 
la liberación de neurotransmisores, la modulación de las respuestas inmunes, la producción de 
múltiples factores tróficos ola intervención para la migración de neuronas en desarrollo durante 
la regulación de la formación de sinapsis (Sofroniew y Vinters, 2010). Por ello, se considera que 
juegan un papel clave en la patogénesis de varios trastornos del desarrollo del SNC, incluyendo 





signos de astrogliosis en cerebro de esquizofrénicos (Bruton y cols., 1990; Stevens y cols., 
1988), aunque posteriormente otros estudios no hallaron tales evidencias (Damadzic y cols., 
2001; Falcai y cols., 1999), llegando en algunos casos a describir el escenario opuesto de 
reducción en el número de astrocitos (Williams y cols., 2013). De igual modo, en lo que 
respecta a estudio de expresión génica, existen hallazgos contrapuestos que dificultan el 
entendimiento de su rol en la etiología de la esquizofrenia. Frente a los estudios que revelaron 
una sobreexpresión de genes de astrocitos en esquizofrenia (Bruneau y cols., 2005; Catts y cols., 
2014; Linderholm y cols., 2012; Matute y cols., 2005) y trastornos psiquiátricos relacionados 
(Voineagu y cols., 2011; Xu y cols., 2014), otros revelaron una regulación a la baja de los genes 
característicos de este tipo celular (Chandley y cols., 2013; Katsel y cols., 2011). Esta 
heterogeneidad en los resultados observados podría deberse al desigual comportamiento en las 
distintas áreas cerebrales (Garey, 2010) o a los efectos demostrados de la medicación sobre 
estas células gliales. En este último punto, un estudio en macacos demostró una significativa 
reducción del número de astrocitos causada por la exposición crónica a antipsicóticos 
(Konopaske y cols., 2008). Sin embargo, también se han reportado influencias en la dirección 
opuesta, como la reducción de la densidad astrocítica y de oligodendrocitos en ratas tratadas con 
antipsicóticos (Vernon y cols., 2014). 
En el presente estudio, el análisis de CSEA de todos los genes expresados fuertemente 
correlacionados no reveló ninguna asociación (ni directa ni inversa), contrariamente a lo que 
ocurría con oligodendrocitos. Sin embargo, las líneas celulares de astrocitos sí aparecen 
significativamente enriquecidas en CSEA cuando se analizan genes sobrexpresados en 
esquizofrenia tanto inversa como directamente correlacionados con la medicación (ANEXO 
LVII-LX), revelando que la influencia de la medicación se restringe a un grupo menor de genes 
(aquellos DE) y tiene lugar de forma bidireccional, concordando con la divergencia en la 
literatura al respecto (Konopaske y cols., 2008; Vernon y cols., 2014). No obstante, también se 
mantiene una fuerte significación cuando se analizan los genes sobreexpresados independientes 
de la medicación (figura 4.19), por lo que, a raíz de los resultados del presente estudio, 
podemos afirmar que, si bien la medicación puede ejercer influencia sobre algunos genes de 
astrocitos, la implicación de este tipo celular en esquizofrenia va más allá de la consecuencia de 
los antipsicóticos administrados. 
Como punto final a este bloque de discusión de los resultados de expresión, es 
importante destacar que entre los genes expresados en giro cingulado (RPKM > 0,3), existe un 
notable 37% de genes (8935 loci) no codificantes de proteínas (tabla 4.8), a pesar de las 
evidencias demostradas de que estos se expresan, en comparación con los genes codificantes, en 
unos niveles que solapan con el umbral de detección fijado en el estudio actual (Djebali y cols., 




diferencia de otras como RefSeq, tiene en cuenta un gran número de tránscritos noveles y un 
mayor número de genes no codificantes descubiertos durante el proyecto Encode, e incluso ha 
sido recientemente recomendada en la búsqueda de variantes funcionales (Frankish y cols., 
2015). 
A pesar de que  el porcentaje de loci DE no codificantes es considerablemente menor 
(15,5%; tabla 4.12), un total de 291 loci DE presentan esta naturaleza, revelando la existencia 
de un gran número de especies DE en esquizofrenia con funciones eminentemente reguladoras, 
y en línea con la mayor importancia que han adquirido los genes de miRNAs (Beveridge y cols., 
2010; Kocerha y cols., 2009) u otras especies no codificantes en el desarrollo de enfermedades 
mentales (Barry y cols., 2014; Liu y cols., 2014). 
De los 15 genes más DE en este trabajo (tabla 4.13), en primer lugar se encuentra 
NeuroD6. Este gen codifica para un factor de transcripción de la familia estructural hélice – giro 
–hélice (HLH), de igual modo que los otros dos factores de transcripción estudiados en los dos 
trabajos iniciales presentados en este proyecto de tesis TFC4 (Estudio I) y NPAS3 (Estudio II). 
NeuroD6 se encuentra implicado en el desarrollo y diferenciación del sistema nervioso, y fue 
hallado DE en estudios anteriores en corteza prefrontal en esquizofrenia (Pérez-Santiago y cols., 
2012). De hecho, el análisis de su expresión en cerebro a lo largo del desarrollo revela, del 
mismo modo que en TCF4 y NPAS3, que los máximos niveles de expresión se encuentran en la 
etapa del desarrollo prenatal, reforzando su papel como regulador de la transcripción en fases 
inciales del neurodesarrollo humano. Además, también se ha demostrado su implicación en la 
tolerancia a estrés oxidativo al ser responsable de la activación de mecanismos de respuesta 
antioxidante (Uittenbogaard y cols., 2012), lo que permitiría hipotetizar sobre posibles vínculos 
entre su subexpresión y el aumento del estrés oxidativo característico de la esquizofrenia 
(Bitanihirwe  y Woo, 2011). Por otro lado, este gen se ha demostrado como un marcador  para 
la enfermedad de Alzheimer (Satoh y cols., 2014), lo que es coherente con la visión 
neurodegenerativa de la propia esquizofrenia que conlleva un deterioro cognitivo progresivo. 
Entre estos 15 genes, de hecho, TAC1, que codifica para cuatro productos hormonales que se 
cree funcionan como neurotransmisores, y NDUFA4, que codifica para una proteína implicada 
en la cadena respiratoria, también se hallaron DE en relación con la enfermedad de Alzheimer 
en estudios muy recientes (Li y cols., 2016b; Sekar y cols., 2015). También es destacable la 
presencia del gen de GAD2, subexpresado en este estudio y que codifica para la descarboxilasa 
del ácido glutámico, que controla la síntesis de GABA junto con GAD1. GAD2 ya se halló, 
anteriormente, subexpresado en esquizofrenia (Davis y cols., 2016), por lo que este estudio 
refuerza la importancia del sistema gabaérgico en la etiología de la esquizofrenia. En cualquier 





fuertemente correlacionados con la medicación, por lo que no se puede descartar que estas 
diferencias de expresión sean producto de la misma. 
Un análisis de los genes más DE y no correlacionados con la medicación (tabla 4.14) 
también reveló resultados interesantes en relación a la esquizofrenia. El más DE y no 
correlacionado fue NHP2L1, una proteína nuclear que juega un papel importante en el 
mecanismo de splicing (Liu y cols., 2006b) y presenta metilación específica de alelo (Fang y 
cols., 2012), aunque su función no se encuentra bien definida tanto en la fisiología normal como 
en un proceso de enfermedad. En segundo lugar se encuentra el factor de transcripción 
implicado en el desarrollo del tejido nervioso PAX6, sobreexpresado en este trabajo, y que se 
expresa en poblaciones selectivas de las neuronas dopaminérgicas y ha demostrado ser un factor 
de protección frente a la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson 
(Thomas y cols., 2015), por lo que es coherente con la hipótesis dopaminérgica de la 
esquizofrenia. En tercer lugar, y probablemente conformando el resultado más importante, se 
encuentra INA, que codifica para uno de los neurofilamentos responsables de la formación del 
exoesqueleto de la neurona. Este gen, subexpresado en el actual estudio, forma parte del tercer 
loci de los 108 asociados a esquizofrenia (sólo por detrás de miRNA137 y DPYD) en el estudio 
de GWAS más importante hasta la fecha (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric 
Genomics Consortium, 2014) con un alto valor de significación (P = 6,12 x 10
-19
), así como en 
el estudio inmediatamente anterior, de menor potencia (Ripke y cols., 2013a). Por último, es 
interesante también la presencia del gen CPLX2, que codifica para una proteína implicada en la 
exocitosis de las vesículas sinápticas y se encuentra subexpresado en nuestro estudio. La 
regulación a la baja de este gen ya se fue reportado anteriormente en el contexto de la 
esquizofrenia (Knable y cols., 2004). Además, variantes genéticas en su secuencia se han 
asociado recientemente a la enfermedad en población coreana (Lee y cols., 2005), además de a 
la disfunción de la memoria (Hass y cols., 2015) y la pérdida cognitiva (Begemann y cols., 
2010) propias de la enfermedad. 
 
5.4.3. Discusión del análisis de variantes genéticas 
 El análisis de variantes raras (singletons de frecuencia < 1% en bases de datos 
disponibles) en los módulos de astrocitos y neuronas asociados en el estudio de expresión 
demostró, por un lado, un enriquecimiento en casos respecto a controles de variantes en genes 
de módulos subexpresados específicos de neuronas y regiones corticales a lo largo del 
neurodesarrollo en casos esquizofrénicos y, por otro lado, un enriquecimiento en casos respecto 
a controles de variantes en genes de módulos sobreexpresados específicos de astrocitos, 




conforman dos evidencias: la implicación del desarrollo neuronal y de las células gliales 
(especialmente astrocitos en este estudio) en esquizofrenia. Es importante señalar que los genes 
DE subexpresados en esquizofrenia en este estudio presentan los valores más altos de expresión 
(figura 4.17), por lo que tiene sentido el enriquecimiento tan significativo de variantes que 
albergan los mismos (tabla 4.15) al seleccionar posiciones con DP > 10 y RPKM > 0,3, al 
producirse un sesgo metodológico debido a la inclusión de un mayor número de posiciones en 
los genes más expresados (estos son, los subexpresados en esquizofrenia en el estudio actual).  
 Respecto a la variación genética que afecta a los genes pertenecientes a módulos 
subexpresados, nuestros datos demostraron la disrupción de los genes neuronales durante el 
neurodesarrollo, reforzando resultados previos que describían mutaciones en genes 
coexpresados durante el desarrollo cortical desde etapas fetales a otras posteriores mediante el 
análisis de mutaciones de novo (Xu y cols., 2012a, Gulsuner y cols., 2013). En nuestro estudio, 
replicamos esas asociaciones analizando exclusivamente variación presente in situ en 
transcriptoma cerebral, por lo que esto sugiere que la búsqueda de variantes en genes 
seleccionados por sus patrones de expresión es una buena estrategia incluso en condiciones de 
baja potencia estadística. En este sentido, en esquizofrenia, también se ha descrito una 
acumulación de mutaciones de novo en genes relacionados y altamente expresados en corteza 
cerebral, particularmente durante el desarrollo prenatal (Xu y cols., 2011a; Gilman y cols., 
2012). Igualmente, los genes mutados de módulos subexpresados en esquizofrenia se 
encontraron enriquecidos en varias etapas del desarrollo cortical pero, además, otro tanto fue 
observado en tejido talámico durante la etapa neonatal. A pesar de que el área cerebral más 
implicada en esquizofrenia ha sido el córtex prefrontal (Meyer-Lindenberg, 2010; Salgado-
Pineda y cols., 2004), el posible rol del tálamo en esquizofrenia también ha sido explorado en 
diversos estudios, sobre todo mediante técnicas de neuroimagen (Pergola y cols., 2015; Schmitt 
y cols., 2004). Esta región tiene un papel crítico en el filtrado de la información sensorial y en la 
regulación de la entrada de estímulos cognitivos en la corteza cerebral. En esquizofrenia, hay 
evidencias consolidadas de que la disfunción del circuito cortico-talámico contribuye a la 
dismetría cognitiva característica de la enfermedad (Andreasen y cols., 1999), por lo que la 
disrupción de  genes de este área cerebral en estadios iniciales del desarrollo tiene cabida en una 
concepción de la esquizofrenia como trastorno del neurodesarrollo. Sin embargo, a nuestro 
conocimiento, no existen evidencias actualmente que vinculen la variación genética 
directamente con el desarrollo de esta área cerebral en el ámbito de la esquizofrenia.  
 El análisis de CSEA de los genes mutados de módulos subexpresados nos ha permitido, 
además, revelar un enriquecimiento significativo de las mutaciones que afectan al tipo celular 
neuronal de proyección cortico-talámica Ntsr+ (ANEXOXXXXI-XXXXII), algo que 





neurodesarrollo. El tipo celular de neuronas Ntsr+ hace referencia a aquellas que contienen el 
receptor 1 del neuromodulador Neurotensina (NT), NtsR1, distribuido a lo largo de todo el SNC 
y con especial importancia en la transmisión dopaminérgica (Mai y cols., 1987), ya que NT 
actúa sobre su receptor reduciendo la función fisiológica de los receptores de dopamina 
(Jomphe y cols., 2006). En relación con esquizofrenia, estudios anteriores han sugerido un papel 
relevante para NT y NtsR1 en la enfermedad. La densidad de los receptores de NT se encontró 
reducida en pacientes con esquizofrenia (Hamid y cols., 2002). Además, los niveles de de NT en 
líquido cefalorraquídeo se hallaron inversamente relacionadas con la gravedad de la psicosis en 
esquizofrénicos no tratados, mientras que el aumento de los niveles de NT se asoció con una 
mejoría en los síntomas durante el tratamiento (Sharma y cols., 1997). Variantes genéticas en 
este receptor se han encontrado asociadas a una reducción de la memoria operativa (en inglés, 
working memory), un endofenotipo de la esquizofrenia (Li y cols., 2011; Li y cols., 2013). De 
hecho, un estudio posterior en población china demostró que tres polimorfismos previamente 
asociados con memoria operativa se encontraban, igualmente, asociados a esquizofrenia (Ma y 
cols., 2013). Curiosamente, este tipo celular es, también, uno de los que están enriquecidos en 
genes con variación genética descrita en estudios de autismo (Xu y cols., 2014). 
 Respecto a las variantes detectadas en genes pertenecientes a módulos sobreexpresados 
en esquizofrenia, en el estudio aquí presentado se observó una acumulación significativa de 23 
variantes en los 29 casos respecto a las 3 halladas en 17 controles (FDR-p = 0,032, valor p del 
test de Cochran-Armitage = 4,6 x 10
-3
) en los módulos de coexpresión C38 (Miller y cols., 
2014) y M10 (Hawrylycz y cols., 2012), descritos en transcriptoma prenatal y durante el 
desarrollo hasta la adultez, respectivamente. Con estos resultados, se demuestra un vínculo entre 
genes de astrocitos regulados positivamente en esquizofrenia y la acumulación de variantes 
raras en casos respecto a controles (tabla 4.13). 
 Uno de los grandes dilemas respecto a las evidencias de la contribución de esta línea 
celular a la patofisiología de la esquizofrenia es, de hecho, si las perturbaciones descritas 
responden a un mecanismo secundario de inflamación consecuencia de la neurodegeneración o 
si contribuyen al riesgo de forma directa (Goudriaan y cols., 2013). En este sentido, un estudio 
reciente reveló que las anormalidades en los trasportadores de glutamato de astrocitos conducen 
a un efecto compensatorio por el cual las neuronas sobreexpresan estos transportadores, y que, 
además, es independiente de la medicación  (McCullumsmith y cols., 2015). En el ámbito de los 
estudios genéticos, un estudio reveló un fuerte enriquecimiento de los loci de GWAS en 
esquizofrenia (Ripke y cols., 2013a) en sets de genes específicos de astrocitos, constituyendo la 
primera evidencia de la disfunción genética de estas células como un factor de riesgo a la 
enfermedad (Goudriaan y cols., 2013). Estos autores, utilizando una muestra de 13689 casos y 




astrocitos (P = 5,17 x 10
−19
) y oligodendrocitos (P = 3,43 x 10
−12
) se hallaban fuertemente 
asociados a esquizofrenia, algo que no ocurría con genes de microglía (P = 0,09). Las 
asociaciones significativas se repartieron, además, en 6 y 3 sets de genes de astrocitos y 
oligodendrocitos, respectivamente, donde se observó la implicación genes específicos para cada 
tipo de célula, e incluso función específica, apoyando así los diferentes papeles que estos tipos 
celulares presentan en la patología de la esquizofrenia. 
 En el caso del módulo C38, se detectaron 8 variantes en casos y ninguna en controles 
(tabla 4.14), a lo largo de tres genes (5 mutaciones en PCBD2, una en BCL2L14 y dos en 
CAMTA1). 4 de las 5 mutaciones de PCBD2, un gen de unión a proteínas que no ha sido 
reportado con anterioridad como factor de riesgo para enfermedades neuropsiquiátricas en 
nuestro conocimiento, son sitios diana de la proteína FMRP según evidencias in vitro  (Ascano 
y cols., 2012), lo cual es muy interesante en el contexto de la esquizofrenia debido a las 
numerosas implicaciones de las mutaciones en las dianas de esta proteína en el riesgo a padecer 
esta enfermedad (Fromer y cols, 2014; Purcell y cols, 2014, Kirov y cols., 2012), así como en 
trastornos del espectro autista (de Rubeis y cols, 2014). El gen PCBD2 se encuentra solapado 
con CATSPER3, por lo que se incluyeron ambos en el mismo locus de expresión. Este último 
gen codifica para un canal no selectivo de cationes de la familia CATSPER de expresión 
restringida a los testículos y esperma (Qi y cols., 2007). Sin embargo, con posterioridad al 
estudio de Qi y cols. se reveló que su expresión se extendía a varias regiones cerebrales en 
ratón, y que lo hacía de forma notoria en presencia de altos niveles de estrés oxidativo (Kim y 
cols., 2010). Por otra parte, CAMTA1, activador de la transcripción mediante la unión a 
calmodulina-1, que presentó dos deleciones en el presente estudio, ha sido asociado previamente 
con discapacidad intelectual (ID) y ataxia cerebelosa (Mikhail y cols., 2011. Thevenon y cols, 
2012). La supresión de este gen, además, también ha sido asociada con el desarrollo de autismo 
(Pinto y cols., 2010). Una última variante tiene lugar en el gen BCL2L14, miembro de la familia 
de proteínas BCL2 que actúan como reguladores anti o pro apoptóticos y que están involucrados 
en una amplia variedad de actividades celulares. La sobreexpresión de este gen, además, se ha 
demostrado que induce la apoptosis en las células (Pickard y cols., 2011). 
 Aunque, por sí solo, la acumulación de variantes en el módulo C38 no alcance 
significación estadística, es destacable el hecho de que 8 variantes no codificantes estén 
presentes en casos y ninguna en controles, siendo además este módulo de coexpresión el más 
sobreexpresado en los datos de expresión y muy enriquecido en diversas funciones de 
regulación en los procesos de replicación y ensamblaje de cromatina durante el desarrollo 
prenatal del cerebro, estableciendo un vínculo importante con la hipótesis del neurodesarrollo y  
la regulación de la expresión génica en el contexto de la esquizofrenia. En concreto, en el 





elevada significación (corregida) del enriquecimiento de este módulo en aquellos genes 
implicados en procesos de la división celular como la metafase (P = 9,34 x 10
−63
), mitosis (1,85 
x 10
−50
), meiosis (2,20 x 10
−13
), la segregación de cromátidas hermanas (1,38 x 10
−12
), 
ensamblaje de cromatina (7,59 x 10
−5
), ensamblaje de centrómeros (7,98 x 10
−4
) o reparación de 
ADN (5,71 x 10
−6
) (Miller y cols., 2014).  
 Tanto los genes mutados como la funcionalidad del conjunto de aquellos que conforman 
el módulo C38 sugieren una gran importancia de los procesos básicos de regulación durante el 
neurodesarrollo prenatal. Por esta razón, estos resultados apuntan en la misma dirección que los 
descritos en el estudio III, anteriormente discutido, donde se demostraba la enorme importancia 
de las variantes genéticas que afectan a modificaciones cromatínicas en el contexto de la 
esquizofrenia y trastornos del neurodesarrollo (apartado 5.3). Además, son tremendamente 
coherentes con los del trabajo de Goudriaan y cols., donde varios conjuntos de genes de 
astrocitos asociados a esquizofrenia se componen principalmente de factores de transcripción y 
genes implicados en mecanismos de control epigenéticos (Goudriaan y cols., 2013). De hecho, 
casi la mitad de los genes descritos en ese estudio fueron previamente implicados en procesos 
de desarrollo. La gran contribución de los genes de control epigenéticos en los sets de genes 
transcritos en  astrocitos (Cahoy y cols., 2008), donde se encuentran genes implicados 
directamente en esquizofrenia como SETDB1 (Takata y cols., 2014), está en línea con la función 
propuesta de los mecanismos epigenéticos en esquizofrenia (Insel y cols., 2010). Los 
mecanismos de metilación del ADN y modificación de histonas en etapas iniciales del 
neurodesarrollo se han descrito, en este sentido, como "cicatrices" de experiencia temprana 
(Insel y cols., 2010), donde los factores genéticos modularían esa relación con el ambiente. 
 Es interesante señalar, igualmente, que el módulo C38 también se encuentra enriquecido 
en la categoría de genes de la densidad postsináptica (P = 2,55 x 10
-4
; Bayés y cols., 2011). 
Aunque en principio podría parecer sorprendente teniendo en cuenta la preconcebida naturaleza 
neuronal de la sinapsis, los últimos estudios al respecto han demostrado que precisamente los 
astrocitos contribuyen de forma significativa a la misma (Eroglu y Barres, 2010). Los procesos 
bioquímicos características de estas células se encuentran en gran medida asociados con 
sinapsis, y esta asociación es a la vez estructural y funcional. En el hipocampo, los astrocitos 
protoplasmáticos se encuentran recubriendo el 57% de las sinapsis, la mayoría de las cuales son 
las sinapsis excitatorias. Además, se ha demostrado que las sinapsis con mayor liberación de 
glutamato son más propensas a estar cubiertas por astrocitos (Witcher y cols., 2007).Sus 
transportadores recogen el glutamato liberado en la sinapsis y lo devuelven a las neuronas en 
forma de glutamina. En este sentido, la gliogénesis y la sinaptogénesis se producen 
simultáneamente en el cerebro, y maduración de las células gliales marca el final de los períodos 




Neuronas cultivadas en presencia de una capa de astrocitos experimentaron un incremento del 
número de sinapsis de hasta 10 veces (Pfrieger y Barres, 1997). Igualmente, estas líneas 
celulares han demostrado ser necesarias para la inducción de la formación de sinapsis en 
neuronas generadas a partir de células madre embrionarias (Wu y cols., 2007). 
   
Figura 5. 10. Enriquecimiento de genes implicados en la sinapsis de SynaptomeDB (Pirooznia y cols., 2012) en 
los datos de expresión de genes no correlacionados con la medicación. En cada una de las cuatro gráficas (de 
izquierda a derecha y de arriba a abajo: vesículas sinápticas, densidad postsináptica, zona activa presináptica y 
densidad presináptica),  se representa la posición de los genes de cada conjunto respecto al orden del total de 22386 
loci expresados,  yendo de más sobreexpresados (rojo, izda.) a más subexpresado en esquizofrenia (azul, dcha.). 
 
  
En nuestro estudio, los genes de sinapsis, recogidos de la base de datos SynaptomeDB 
han demostrado estar globalmente subexpresados, e independientemente de la medicación 
(tabla 4.16). Por otra parte, analizando las curvas de enriquecimiento de GSEA en las cuatro 
categorías de genes sinápticos (densidad postsináptica, densidad presináptica, zona activa y 
vesículas sinápticas), se puede comprobar que, a pesar de que, en general, los genes de la 
densidad postsináptica se hallan subexpresados en esquizofrenia, un grupo de ellos están 





ocurre de forma tan destacada con los otros tres grupos de genes de sinapsis (figura 5.11). De 
hecho, este grupo es el que se encontraba enriquecido el módulo C38. 
Un total de 20 genes de los 628 del módulo C38 se encuentran en el set de densidad 
post sináptica de SynaptomeDB, y de ellos, 4 forman parte del 1% más sobreexpresado (223 
genes que son el 1% de 22386, el total de genes expresados). Esto explica, claramente, que el 
pico de genes sobreexpresados en densidad postsináptica es explicable, al menos en parte, por el 
módulo C38 (valor P del test χ
2
 – Yates = 1 x 10
-13
). 
Por otro lado, 7 genes del módulo sobreexpresado, y enriquecido en aquellos de 
astrocitos, M10 (APOE, ATP1A2, GFAP, LRIG1, NTRK2, PMP2 y SLC1A2) albergan 
mutaciones en 15 casos y 3 genes (GLUD1, ATP1A2 y SLC1A2) en 3 controles (tabla 4.15). 
Uno de estos genes, GFAP, cuya expresión se ha demostrado aumentada anteriormente en 
esquizofrenia (Catts y cols., 2014), se encuentra mutado en 3 casos (1 variante exónica y 2 
mutaciones en la región 3'UTR) y ningún control. Una de las variantes UTR, rs567636153, se 
ubica en un lugar de unión de miRNA expresado en cerebro y descrito recientemente (Boudreau 
y col., 2014). El individuo con esta variante (A55), además, presenta el valor de expresión más 
alto de los 46 estudiados, casos y controles, en el análisis de variación genética (figura 5.11) lo 
que sugiere una posible contribución de la variante genética en la regulación positiva de este 
gen debida a la pérdida de eficiencia en la unión del miRNA al ARN transcrito y la consecuente 
reducción de la degradación de este ARN como mecanismo de regulación.  
 
Figura 5. 11. Histograma de los valores de expresión del gen GFAP en las muestras analizadas en el estudio de 





La variante rs57474185, por otra parte, provoca un cambio aminoacídico de prolina a 
leucina en la proteína, aunque ha sido descrita como "benigna" en PolyPhen y está presente a 
una frecuencia de 0,72% en la base de datos del ESP. Entre los otros genes mutados, otro caso 
es el de una variante exónica (rs769452) en APOE, clasificada como "probablemente dañina" en 
PolyPhen. Este gen ha sido implicado previamente en la actividad cerebral (Filippini y cols., 
2009) y ampliamente estudiado en el ámbito de la esquizofrenia con resultados contradictorios 
(Martorell y cols., 2008; Tovilla-Zárate y cols., 2009). PMP2 presentó una deleción de 12 pb en 
la región UTR3' en un caso de esquizofrenia. La expresión alterada de PMP2, ya ha sido  
descrita previamente en corteza cingulada anterior (Dracheva y cols., 2006), aunque en el 
presente estudio no forma parte de los genes DE. El gen NTRK2, que codifica para un miembro 
de la familia de quinasas del receptor neurotrófico de tirosina, presentó una mutación en la 
región UTR3' en uno de los casos. NTRK2 es el receptor de BDNF, y la interacción de ambos 
ha sido ampliamente estudiada en relación a esquizofrenia y otros trastornos psiquiátricos 
(Alonso y cols., 2008; Correia y cols., 2010; Juhasz y cols., 2011; Lin y cols., 2013b) En el 
estudio de las variantes en GWAS de esquizofrenia relativas a genes de astrocitos (Goudriaan y 
cols., 2013), el gen NTRK2, que es el único presente en los sets allí descritos por restringirse a 
aquellos genes únicamente expresados en un tipo celular, ya se encuentra asociado a nivel de 
gen (P corregido = 0,033). Este gen se encuentra en el set de genes de astrocitos enriquecidos en 
función de "transducción de señal". Curiosamente, el gen NPAS3, estudiado en la presente tesis, 
es otro de los que se asocian significativamente a esquizofrenia en el total de genes seleccionado 
en el estudio de Goudriaan y cols. (P corregido = 0,0032). NTRK2 es uno de los genes diana de 
miRNAs que se han visto enriquecidos en CNV en esquizofrenia en un estudio reciente 
(Warnica y cols., 2015). Este gen también se ha visto relacionado, recientemente, en el estudio 
de asociación con intento de suicidio (Sokolowski y cols., 2015). La mayoría de las variantes 
presentes en genes de este módulo se encuentran en las regiones 3'UTR de los genes SLC1A2 (5 
en casos y una en controles) y ATP1A2 (3 en casos y una en controles). El primero es un gen 
que codifica para un transportador de glutamato en células gliales, de importancia clave en 
procesos sinápticos. La variación genética en este gen ha sido recientemente implicada en 
esquizofrenia y otros trastornos neuropsiquiátricos, tanto en mutaciones raras de mayor efecto 
(Fiorentino y cols., 2015) como en variación común (Zhang y cols., 2015). Respecto a ATP1A2, 
miembro de la familia de ATPasas transportadoras de cationes, la variación genética en este gen 
se ha visto asociada a canalopatías relacionadas con migraña o epilepsia (Oh y cols., 2015) 
Finalmente, mediante el análisis de varianza (ANOVA de tres vías) se demostró que las 
variantes descritas en los genes de astrocitos, que mostraban un enriquecimiento significativo en 
casos frente a controles (tabla 4.15), contribuían significativamente a las diferencias de 





sugieren un mecanismo genético de susceptibilidad a esquizofrenia relacionado con astrocitos 
(Goudriaan y cols., 2013) y representan, en nuestro conocimiento, la primera evidencia que 
implica directamente la influencia en los estudios de expresión con las mismas muestras 
analizadas.  
Mediante la comparación de los datos de expresión normalizando las diferencias 
intergénicas  se ha podido determinar que las contribución significativa de las variantes en genes 
subexpresados de los módulos M1 y M2 (Hawrylycz y cols., 2012) era una asociación indirecta 
producto de un escenario en el que la mayor parte de las variantes se encontraban presentes en 
genes altamente expresados, como se había descrito anteriormente,No obstante, no fue el caso 
para las variantes de los módulos sobreexpresados M10 y C38, donde la contribución de la 
variable "presencia/ausencia de variante" era significativa incluso tras la supresión de las 
diferencias de expresión intergénicas (P = 0,011). Por tanto, el comentado caso de la variante 
rs567636153 en la muestra A55 no es una excepción, y con estos resultados se evidencia la 
implicación directa de la variación genética rara en genes de astrocitos como factores de riesgo 






















































1. El análisis de variantes en regiones reguladoras de la expresión de genes candidatos 
escogidos en base a patrones extremos de conservación (TCF4) o aceleración genética 
(NPAS3) ha demostrado no ser una buena estrategia en la búsqueda de variantes de 
susceptibilidad a esquizofrenia, sugiriendo la posibilidad de que la variación genética 
funcional en las mismas provoque fenotipos todavía más severos que el que caracteriza 
a esta enfermedad. 
2. El análisis sistemático de regiones promotoras de varios genes asociados a 
esquizofrenia a raíz de estudios de GWAS o de CNV reveló una acumulación de 
variantes raras funcionales en casos esquizofrénicos respecto a controles, confirmando 
la validez de la hipótesis variante rara - enfermedad común en el contexto de las 
regiones reguladoras del genoma, y apoyando la necesidad de un mayor número de 
estudios de resecuenciación dirigida en estas regiones en detrimento de los de 
secuenciación de exomas. 
3. El análisis de secuencias reguladoras de la expresión génica, mediante la utilización de 
anotación funcional específica de tejido disponible en bases de datos como Roadmap, 
Encode o BrainSpan, ha demostrado ser una buena aproximación para el estudio de 
variantes de susceptibilidad a esquizofrenia, sirviendo como precedente para la 
interpretación de futuros estudios de secuenciación de genoma completo en 
esquizofrenia. 
4. El estudio de los estados de la cromatina descritos para tejido cerebral adulto y fetal a lo 
largo de las regiones analizadas ha servido para la identificación de regiones represoras 
Polycomb en los promotores de LHX1 y HNF1B, cuya variación rara funcional confiere 
un riesgo a esquizofrenia similar o superior al de variantes muy penetrantes como CNV 
u otras codificantes disruptivas, respaldando la hipótesis inicial de este estudio que 
postulaba la existencia de variantes reguladoras de alto riesgo a esquizofrenia sometidas 
a selección purificadora. 
5. Aunque estos resultados necesitan una confirmación en estudios independientes para su 
posterior validación, a priori constituyen una evidencia muy relevante de las 
alteraciones en los mecanismos epigenéticos de control de la expresión génica 
provocados por la presencia de variación genética reguladora en esquizofrenia, 
principalmente durante el neurodesarrollo temprano. 
6. El análisis de expresión génica en muestras post mortem de giro cingulado en 
esquizofrenia revela una subexpresión y sobreexpresión de genes específicos de líneas 
celulares neuronales y de astrocitos, respectivamente, quedando demostrado, además, 
que estas alteraciones no son fruto de la medicación antipsicótica administrada a lo 




7. El análisis de variación genética rara en transcriptoma de giro cingulado demuestra un 
enriquecimiento significativo de las mismas en casos respecto a controles en aquellos 
genes pertenecientes a módulos sobreexpresados en esquizofrenia, relativos a astrocitos, 
y que explican al menos en parte, las diferencias de expresión observadas entre casos y 
controles en este grupo de genes. Este hallazgo establece la primera evidencia de la 
influencia directa de variantes genéticas de transcriptoma cerebral en las diferencias de 
expresión en genes de astrocitos, y constituye una demostración in situ de la 
importancia de la regulación de la expresión en el contexto de la esquizofrenia. 
8. Tanto el análisis de variantes en ADN como en transcriptoma cerebral sugieren la 
importancia mayúscula de los procesos de regulación de la expresión génica en etapas 
tempranas del neurodesarrollo, en las que la variación genética rara ejerce una 
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